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Bd. 303 (1956) 


(ber die serologische Spezifitat von D- und L-Fucosiden 


Von 
Richard Kuhn und Hussein Ghaleb Osman 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung Heidelberg, Institut fiir Chemie 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Oktober 1955) 


Im Gegensatz zur Kuhmilch enthilt die Frauenmilch neben Lactose 
noch andere Oligosaccharide (3,0 bis 3,3 g pro Liter), von denen die 
meisten durch einen Gehalt an L-Fucose ausgezeichnet sind. Chromato- 
graphisch lieBen sich bisher aus den niedriger molekularen Anteilen der 
Frauenmilch 4 L-Fucoside in einheitlicher Form gewinnen!: 1. die Fuco- 
sido-lactose, ein stickstofffreies Trisaccharid, in dem die L-Fucose als 
Pyranosid e-glykosidisch mit dem Hydroxyl am C-Atom 2 des Galaktose- 
restes im Milchzucker verbunden ist, 2. ein stickstoffhaltiges Penta- 
saccharid, das die Farbreaktion mit p-Dimethylamino-benzaldehyd nach 
Morgan-Elson gibt, 3. ein isomeres stickstoffhaltiges Pentasaccharid, 
das Morgan-Elson-negativ ist, und 4. ein Hexasaccharid, das 1 Stick- 
stoffatom und 2 L-Fucosereste enthalt und die Farbreaktion mit Ehr- 
lichs Aldehyd ebenfalls nicht gibt. In abgekiirzter Schreibweise: 


> D-Glucose > D-Galaktose 
> L-Fucose 


> D-Glucose > D-Galaktose > N-Acetyl-D-glucosamin > D-Galaktose 
> L-Fucose 


- D-Glucose > D-Galaktose > N-Acetyl-D-glucosamin > D-Galaktose 
> L-Fucose 


> D-Glucose > D-Galaktose > N-Acetyl-D-glucosamin > D-Galaktose 
> L-Fucose > L-Fucose 


Dieser Bauplan, insbesondere der Gehalt an D-Galaktose und an N- 
Acetyl-D-glucosamin sowie die verhiiltnismafig leichte Abspaltbarkeit 
der L-Fucosereste durch verd. Siure erinnert an den der Blutgruppen- 
substanzen, aus denen allerdings so grofe Bruchstiicke noch nicht in 
einheitlicher Form gewonnen worden sind. Erst bei niiherer Betrachtung 
ergeben sich auch charakteristische chemische Unterschiede. So kommt 
die D-Glucose, die ein Baustein der Oligosaccharide der Frauenmilch ist. 
in den Blutgruppensubstanzen nicht vor. Und die Verkniipfung von 

1 R. Kuhn, A. Gauhe u. H. H. Baer, Chem. Ber. 87, 289 [1954]; 86, 827 


[1953]; R. Kuhn, H. H. Baer u. A. Gauhe, Chem. Ber. 88, 1135 [1955]; R. Kuhn, 
Angew. Chem. 67, 184 [1955]. 
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~ 


D-Galaktose mit N-Acetyl-D-glucosamin erfolgt in allen angefiiirten 
Fucosiden der Frauenmilch iiber das Hydroxyl am C-Atom 3 (3-f-D. 
Galaktosido- N-acetyl-D-glucosamin)’, in den Blutgruppensubstanzen da- 
gegen ganz iiberwiegend am C-Atom 4 (4-$-D-Galaktosido-N-acety1-D. 
glucosamin)®. 

Da nun bereits L-Fucose serologisch wirksam ist, nimlich dic von 
Jonsson im Jahre 1944 entdeckte Agglutination von menschlichen Blut. 
kérperchen der Blutgruppe 0 (H) durch Aalserum* zu verhindern ver. 
mag, und diese Wirksamkeit beim Ubergang zu den Blutgruppen. 
substanzen mit ihren L-Fucoseresten stark zunimmt®, war es von Inter. 
esse, auch die aus Frauenmilch isolierten L-Fucoside serologisch zu 
priifen. Wir hatten erwartet, daB diese eine Aktivitait aufweisen wiirden, 
die zwischen derjenigen der L-Fucose und der Blutgruppensubstanzen 
liegen werde. In dem noch zu beschreibenden Test hat sich jedoch gezeigt, 
daB das nicht der Fall ist. Dieses Ergebnis bedeutet, daB die Oligo. 
saccharide der Frauenmilch nicht nur chemisch eine besondere Stoff. 


klasse darstellen, was der Gehalt an D-Glucose und die 1.3-Verkniipfung : 


der D-Galaktose mit den N-Acetyl-D-glucosaminresten bereits zu er- 
kennen gab, sondern daB sie auch serolcgisch ganz aus der Reihe fallen, 


ranger 
Bes Ae 


die von der L-Fucose zu den Blutgruppensubstanzen fihrt. Es ist nicht |~ 


anzunehmen, da8 dafiir die mittlere Molekulargréfe (Trisaccharid bis 


Hexasaccharid) verantwortlich ist, denn auch viel héher molekulare, | 


seibst undialysierbare Fraktionen aus Frauenmilch (die allerdings noch 
nicht chemisch einheitlich sind) haben sich im Test als nahezu unwirksam 
erwiesen. Allem Anscheine nach gibt es, abgesehen von den Fucoseresten, 
noch ein besonderes, aber noch unbekanntes Bauprinzip, dem die Natur 


oT 


folgt, um die der L-Fucose innewohnende serologische Wirksamkeit bis | 


zu derjenigen der Blutgruppensubstanzen zu steigern. 

Diese SchluBfolgerung setzt allerdings voraus, daB die L-Fucose in 
den Substanzen, die wir vergleichen, gleichartig gebunden ist. Denn es 
kénnte auch sein, daB die hohe Aktivitit der Blutgruppensubstanzen 
und die sehr geringe der Fucoside der Frauenmilch darauf beruht, dai 


in einem Fall a-L- und im andern Fall /-L-Fucoside vorliegen oder dai 


die einen Furanoside und die anderen Pyranoside der L-Fucose darstellen. 
Wiirden die Verhiltnisse so liegen, dann wire die Annahme eines aufer- 


halb der Fucosereste liegenden, besonderen Bauprinzips entbehrlich baw. | 


weniger bedeutungsvoll. 
In Bestatigung der Befunde von Morgan und Watkins5 haben wir 


gefunden, daB D-Fucose (Nr. 1, «,$-D-Fucopyranose) im Gegensatz 2u | 
L-Fucose (Nr. 5, «,8-L-Fucopyranose) praktisch unwirksam ist. Dasselbe | 


2 R. Kuhn, H. H. Baer u. A. Gauhe, Chem. Ber. 87, 1553 [1954]. 
3 R. Kuhn u. W. Kirschenlohr, Chem. Ber. 87, 560, 1547 [1954]. 


4 B. Jonsson, Acta pathol. microbiol. scand., Suppl. 54, 456 [1944]; 
R. Grubb, Acta pathol. microbiol. scand., Suppl. 84 [1949]; H. Klein, Z. In- 4 
munitatsforsch. exp. Therap. 108, 397 [1951]. 

5 W. T. J. Morgan u. W. M. Watkins, Nature [London] 169, 825 (1968) 
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trifft fiir a- und f-Athyl-D-fucopyranosid (Nr.3 und 4) zu, die wir 
synthetisiert haben. Bis heute ist noch kein wirksames Derivat der 
D-Fucose bekannt. 

Dié Aktivitaét der L-Fucose (Nr. 5, «,8-L-Fucopyranose) nimmt, wie 
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schon Morgan und Watkins® gezeigt haben, beim Ubergang zum 
x-Methyl-L-fucopyranosid (Nr. 6) erheblich zu. Die kiirzlich von Herrn 
Dr. H. H. Baer neu dargestellte «-Athylverbindung (Nr. 7) stimmt mit 
’ der «-Methylverbindung hinsichtlich des serologischen Titers iiberein. 
| Abweichend von den englischen Autoren fanden wir fiir £-Methyl-L- 


fucopyranosid (Nr. 8) nicht ~ 10%, sondern nur ~1% der Aktivitit 
des «-Methyl-L-fucopyranosids und auch die 6-Athylverbindung (Nr. 9) 


hatte nur ~ 1% der Wirksamkeit. Hierzu sei bemerkt, da8 die pra- 








driicken wird. 


“RO-CH 
HO-CH 
HC-OH 
HC-OH 
- 0.CH 
CH, 
: x-L-Fuco- 


pyranosid 
(I) wirksam 








| 


LE 


HC-OR 
| 
HO-CH 
I 
HC-OH 
HO-OH 
0-CH 
{ 
CH, 
B-L-Fuco- 
nosid 


P. 
(II) ~ unwirksam 


RO-CH 
| 
HO-CH 
| 
HC-OH 
| ' 
HC-0- ~ 
| 
HO-CH 
| 
CH, 
a-L-Fuco- 
furanosid 


(III) unwirksam 


parative Trennung der «- und £-Isomeren, die synthetisch nebeneinander 
erhalten werden, durch direkte Kristallisation nicht einfach ist. Wie 
schon Minsaas® beschreibt, benétigte er 10 bis 15 Umkristallisationen, 
Lis seine Priparate isomerenfrei waren. Die 6-Fucopyranoside, die in 
Tab. 1 verzeichnet sind, geben mit Kaliumacetat schén kristallisierende 
Molekiil- Verbindungen, wihrend die entsprechenden «-Ficopyranoside 
dazu nicht befihigt sind. Die sehr geringe Wirksamkeit von Nr. 8 und 9 
beruht vermutlich darauf, da diese Substanzen iiber die Kalium- 
acetat- Doppelverbindungen gereinigt waren. Es kann sein, daB mehr- 
fache Kristallisation der Doppelverbindungen oder auch eine chromato- 
graphische Reinigung die geringe Aktivitit von ~1% noch weiter herab- 


Als inaktiv haben sich «- und $-Methyl-L-fucofuranosid (Nr. 10 
und 11) erwiesen. Die 3 konstitutiven Voraussetzungen fiir das serolo- 
gische Hemmungsvermégen von Fucosiden sind somit: der Fucoserest 
mu8 der L-Reihe angehéren, pyranosid gebaut und «-glykosidisch ge- 
bunden sein. In Formelbildern: 


HU-OR | 
HO-CH 
HU-OH 
HCO — 
HO-CH 
CH, 


B-L-Fuco- 
furanosid 


(IV) unwirksam 


Die 3 genannten konstitutiven Merkmale sind notwendige, nicht aber 
|) hinreichende Voraussetzungen fiir ein starkes serologisches Hemmungs- 


° J. Minsaas, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 51, 475 [1932]. 
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vermégen von Fucosiden. Obwohl die Fucosido-lactose der Frauenniilch, 
deren Konstitution eindeutig geklirt ist, allen 3 Voraussetzungen ent. 


spricht, ist sie doch nur sehr wenig wirksam: wenn wir in Forme! [ als [ 


R an Stelle von —CH, oder —C,H, den Rest des Milchzuckers in der 
Fucosido-lactose (V) vor uns haben, so betrigt die Aktivitaét nur noch 


‘/oo. Fiir die beiden Pentasaccharide und fiir das Hexasaccharid der [ 


Frauenmilch folgt aus der starken Linksdrehung, daB es sich um g-L. 


Fucoside handelt; nach dem Verhalten bei Hydrolyse mit verd. Siiuren [ 


ist es iiberdies wahrscheinlich, dali wie in der Fucosido-lactose !uco. 
pyranoside vorliegen. Fiir Blutgruppensubstanzen ist die Pyranose. 


Struktur der L-Fucosereste bereits von Bray, Henry und Stacey’ [ 
durch Permethylierung sowie von Aminoff und Morgan® durch Per. [7 
jodsiureoxydation dargetan worden. Daf es Naturstoffe mit L-Fucose. | 
resten gibt, die keine Fihigkeit haben, Anti-0-Aalserum zu neutralisieren [7 
(Fucoidin, Traganth, Le*-Substanz u.a.), haben schon Morgan und | 


Watkins® erkannt. 


. 


HC-OH | 
HG-OH 
} HO-CH . 
Hoo ° dx 
H¢o—  néo——{— te 
OH,OH HO-CH HO-CH 
HO-CH HU-OH 
6.0 4 HC-OH 
CH,OH L OCH 
CH, 


(V) Fucosido-lactose, wenig wirksam 


Die eigenen Versuchsergebnisse sind in Tab. 1 zusammengefaBt. 


Der Alexander-von-Humboldt-Stiftung danken wir fiir die Gewahrung 7 
eines Stipendiums an Herrn Dr. H. G. Osman. Herrn Dr. H. H. Baer und Fri. | 
Dr. A. Gauhe haben wir fiir die Uberlassung synthetisch dargestellter und aus [ 
Frauenmilch gewonnener Fucoside sowie fiir vielseitige weitere Unterstiitzung zu 
danken, Herrn Prof. Dr. E. Krah fiir die Unterweisung in der serologischen ; 


Technik. 


7H. G. Bray, H. Henry u. M. Stacey, Biochem. J. 40, 124 [1946]. 
8 D. Aminoff u. W.T. J. Morgan, Biochem. J. 48, 74 [1951]. 
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Tab. 1. Serologische Aktivitaét einiger Fucoside. 





Niedrigste Konzentration 
der Substanz, 
Substanz bei der die Hemmung 
der Hamagglutination 
noch vollstandig ist 





PW PUCONVOREONS ee ls Se < 1:25 
2 a-Methyl-p-fucopyranosid. ........ < 1:25 
3 a-Athyl-p-fucopyranosid*. ........ < 1:25 
4 p-Athyl-p-fucopyranosid*. ........ < 1:25 
hy wevucOpyremgee. oe. ws ke we 1: 6400 — 1: 12800 
6 «-Methyl-L-fucopyranosid. ........ 1; 25600 — 1: 51200 
7 «-Athyl-L-fucopyranosid* ......... 1: 25600 — 1: 51200 
8 B-Methyl-L-fucopyranosid. ........ 1: 200 — 1: 400 
9 B-Athyl-L-fucopyranosid ......... 1: 200 — 1: 400 
10 x-Methyl-t-fucofuranosid ......... < 1:25 
11 B-Methyl-t-fucofuranosid ......... < 1:25 
12 ReOOSIO MIN oad Soe a ue hse ine eu 1: 400 — 1: 800 
13 PORCINE ne ssw ee ww ce 1:50— 1:100 
14 Pentasaccharid IT... .......... < 1:25 
IS GewasAocmeraa. 68. SS es < 1:25 
16 a) Ts 168/691 enthalt{f und IIa, ME-neg.. os 1:25 

b) Ts 168/69II (Komp. IIa), ME-neg.. . . 1:25 

ce) Ts 168/69 III (Komp. Ila u. viel Komp. IIb) < 1:25 

ME-neg. ME-pos. 

d) Ts 162/41 (Komp. I, Ila, ITb) < 1:25 
17 Entrahmte Frauenmilch** ........ <1:2 
18 Undialysierbarer Teil der entrahmten Frauen- 

EEL lb ePaper Py I. 

19 Sediment aus der entrahmten Frauenmilch** <2 
20 Blutgruppensubstanz aus Mekonium®. . . 1: 204800 





* Die mit * versehenen Fucoside sind von Herrn Dr. H. H. Baer synthetisch fiir die vor- 
liegende Untersuchung erstmals dargestellt worden. 


** Die Aktivititen sind auf die gesamte Milch, nicht auf ihr Trockengewicht bezogen. 


Beschreibung der Versuche 


A. Gewinnung und Austitrierung der Aalseren 


Das Aalblut wurde von etwa 0,5 kg schweren Neckar- und Rheinaalen nach 
dem Verfahren von Klein* gewonnen. Das Blut jedes Tieres wurde rasch bei 
3000 U/Min. zentrifugiert und das griine Serum abpipettiert. Die erhaltenen Seren 
haben wir 30 Min. im Wasserbad auf 56° erhitzt, um das Komplement des Hamo- 
lysins zu zerstéren. Der Titer jedes Serums wurde gegen frische und gewaschene 
Rh-positive 0-Blutkérperchen bestimmt. Unter 27 Seren verschiedener Aale hatten 
23 einen Titer zwischen 1: 2048 und 1: 4096, zwei einen solchen von 1:32 und 
1:28, wihrend zwei mit den 0-Erythrocyten gar nicht reagierten. Die 23 Seren 
mit dem hohen Titer wurden gemischt, die schwacheren verworfen. Das Misch- 
serum wurde bei —10 bis —15° aufbewahrt. Bei dieser Temperatur halt es sich 
sehr gut ohne Zusatz eines Konservierungsmittels, z. B. von Merthiolat, wie es 
Grubb‘ angewandt hat. Sein Titer, der im Laufe der Arbeit wiederholt bestimmt 
wurde, hat sich in 5 Monaten kaum verandert (Tab. 2, Versuchsreihen a, b, c). 
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Tab. 2. Titerbestimmung von Aal-Mischserum. 0,1 ccm des mit 0,9-proz. Natrium. 
chlorid-Lésung verd. Aaalserums + 0,1 ccm einer 0,3-proz. Aufschwemmung von |) 
: 0-Blutkérperchen in 0,9-proz. Natriumchlorid-Lésung. € 





1: 32768 





ooo | 1: 16384 


~~ 
ooo 






































keine Agglutination, 

Spuren von agglutinierten Zellen, 

wenige Gruppen von 2—4 Erythrocyten, 
mehrere Gruppen von 2—4 Erythrocyten, q 
groBere und zahlreichere Gruppen aus 5—10 Erythrocyten, aber noch viek © 
nicht agglutinierte Zellen, iS 
= fast alle Erythrocyten in groBen Ansammlungen agglutiniert. 


Huu 


B. Die verwendeten Fucoside (vgl. Tab. 1) 

Nr.-1. p-Fucose wurde von Dr. H. H. Baer aus p-Galaktose tiber 6-Desoyy. 
6-jod-diaceton-p-galaktose nach Freudenberg und Raschig® dargestellt, wobe 
jedoch die Reduktion des Jodhydrins nach einer verbesserten Methode mit Raney. ” 
Nickel erfolgte?®. j 
Nr. 2. «-Methyl-p-fucopyranosid wurde dargestellt aus D-Fucose na¢/ 

der bei Nr.3 und 7 angegebenen Methode, wobei jedoch 6 Stdn. unter Riic-| 
flu8 gekocht wurde. Schmp. 156°, [«]7” = +187,2° (c = 3, in H,O).MacPhillamy, 
und Elderfield™ geben an: Schmp. 155—156°, [x]; = +189,9°. 
Nr. 3. «-Athyl-p-fucopyranosid wurde aus D-Fucose entsprechend de 

von Kuhn, Baer und Gauhe gegebenen Vorschrift! (vgl. Nr. 7) erstmalig dar 
gestellt. Schmp. 146°, [«]}° = +190° (c = 1, in H,0). 


C,H,,0; (192,2) Ber. C 49,99 H 8,39 OC,H, 23,44 
Gef. C 49,87 H 8,32 OC,H, 23,52 


Nr. 4. B-Athyl-p-fucopyranosid. Aus der Mutterlauge des «-Athyl» 1 
fucopyranosids (Nr. 3) wurde die Kaliumacetat-Verbindung des f- Athylo 7 
fucopyranosids auf die beschriebene Weise! gewonnen. Sie schmolz bei 220° wi 
drehte [a]? = —14,0° (c = 2, in H,O). Hieraus erhielten wir das freie f-Athy! 
p-fucopyranosid auf die gleiche Art wie sein unten beschriebenes Spiegelbild (Nr.4_ 
Es hatte denselben Schmp. von 94— 95° und drehte [a]? = —21,7°9 (c = 2, inH,0\y 


C,H,,0; (192,2) Ber. C.49,99 H. 8,39 OC,H, 23,44 
Gef. C 50,24 H 8,65 OC,H, 23,89 


Nr. 5. t-Fucose war ein Priparat von F. Hoffmann-La Roche AG. 
Basel. é 


® K. Freudenberg u. K. Raschig, Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 1633 [1927] 

10 Vgl. W. T. Haskins, R. M. Hann u. C. 8. Hudson, J. Amer. chem. Si) 
68, 628 [1946]. 

11H. B. MacPhillamy u. R. C. Elderfield, J. org. Chemistry 4, 150 [193) 
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Nr. 6. o«-Methyl-t-fucopyranosid war dargestellt nach Hockett, 
Phelps und Hudson” und 3mal umkristallisiert. Schmp. 155°, [«]i” = —187,5° 
(c = 3, in H,0). 

Nr. 7. «-Athyl-t-fucopyranosid war dargestellt von Kuhn, Baer und 
Gauhe!. Schmp. 146°, [x]j = —191,0° (c = 1, in H,0). 

Nr. 8. B-Methyl-t-fucopyranosid™ hat uns Prof. Dr. O. Th. Schmidt 
freundlicherweise tiberlassen. Schmp. 120—122°, [x]}? = +15,1° (in H,0). 

Nr. 9. 6-Athyl-L-fucopyranosid. 1,5 g f-Athyl-.-fucopyranosid-Kalium- 
acetat-Verbindung! wurden in 75 ccm Wasser gelést und mit 25 ccm Kationen- 
austauscher Amberlite IR—120 15 Min. geschiittelt. Nach Filtration und 
griindlichem Auswaschen des Austauschers wurde die essigsaure Lésung des Fuco- 
sids i. Vak. (Badtemperatur 35—40°) zum Sirup eingedampft. Dieser wurde im 
Exsiccator tiber Kaliumhydroxyd getrocknet und dann in der eben notwendigen 
Menge warmen Essigesters gelést. Beim Abkiihlen und auf Zusatz von wenig Petrol- 
ather (Sdp. 50—60°) kristallisierte das £-Athy]-L-fucosid in schénen Nadeln, welche 
nach zweimaliger Umkristallisation bei 93° unter vorherigem geringem Sintern 
schmolzen. Sie wurden zur weiteren Reinigung im Hochvakuum sublimiert 
(10-3 Torr, 110—120°). Danach war der Schmp. 94—95° und [x}}? = +21,2° 
(c = 2, in H,O). 

C,H,,0; (192,2) Ber. C 49,99 H 8,39 OC,H, 23,44 

Gef. C 50,04 H 8,25 OCH, 23,52 

Nr. 10 u. 11. Die a- und #£-Methyl-t-fucofuranoside wurden von 
Dr. A. Gauhe nach der Vorschrift von Watkins dargestellt. Sie waren chromato- 
graphisch einheitlich aber nicht analysiert. 

Nr. 12 bis 16. Zur Isolierung der Oligosaccharide aus Frauenmilch, der Fuco- 
sido-lactose (Nr. 12), Lacto-N-fucopentaose I (Nr. 13), Lacto-N-fucopentaose IT 
(Nr. 14), Lacto-N -difucohexaose (Nr. 15) und verschiedener Gemische héherer Oligo- 
saccharide (Nr. 16a—d), siehe Kuhn und Mitarbb.??, 

Nr. 20. Priparat aus Mekonium von Kuhn und Kirschenlohr’. 


C. Die Neutralisationsversuche 


Wir wandten die Methode von Morgan und King” an. Zu den Verdiinnungs- 
reihen der zu untersuchenden Substanzen (0,1 ccm) gaben wir 0,1 ccm mit physi- 
ologischer Kochsalzlésung verdiinntes Aalserum (1: 200). Nach zweistdg. Stehen- 
lassen bei Zimmertemperatur fiigte man 0,1 ccm einer 0,3-proz. Suspension von 
frischen und gewaschenen Rh-positiven 0-Blutkérperchen zu. Das verdiinnte Serum 
enthielt die 4- bis 8fache Dosis, die nétig war, um die Erythrocyten vollstandig 
zu agglutinieren. Nach gutem Mischen durch Schiitteln stellte man die Reagenz- 
glischen mit ihren Gestellen in einen Kiihlschrank (etwa +4°) und belieB sie dort 
iiber Nacht. Nach 12 bis 14 Stdn. untersuchten wir mikroskopisch die Aufschwem- 
mungen auf agglutinierte Blutkérperchen. 

Mit jedem Versuch wurden 2 Kontrollen verbunden: 


a) 0,1 com verdiinntes Aalserum + 0,1 ceom Blutkérperchen-Suspension 
+ 0,1 cem physiologische Kochsalzlésung. 
b) 0,1 cem Blutkérperchen-Suspension + 0,2 ccm physiologische Kochsalzlisung. 
Gleichzeitig wurde der Titer des verdiinnten Serums bestimmt. Die Ergeb- 
nisse der serologischen Versuche sind in Tab. 1 angegeben. 


2 R. C. Hockett, F. P. Phelps u. C. S. Hudson, J. Amer. chem. Soc. 61, 
1658 [1939]. 

1 0. Th. Schmidt, W. Mayer u. A. Distelmaier, Liebigs Ann. Chem. 
555, 26 [1943]. 

M4 W.M. Watkins, J. chem. Soc. [London] 1955, 2054. 

15 W.T. J. Morgan u. H. K. King, Biochem. J. 87, 640 [1943]. 
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Zusammenfassung 


Die Hemmung der Hamagglutination von menschlichen 0(H). 
Erythrocyten durch Aalserum setzt voraus: 1. L-Konfiguration, [ 
2. pyranoside Struktur, 3. «-Konfiguration am C-Atom 1 der Fucoside, | 

Von den 4 aus Frauenmilch isolierten L-Fucosiden zeigte nur die F 
Fucosido-lactose eine bescheidene und eines der isomeren Pentasaccharide | 
eine ganz geringe Aktivitit. Die Fucosido-lactose erfiillt die 3 angefiihrten | 
konstitutiven Voraussetzungen. Trotzdem fallt sie ganz aus der Reihe 
ansteigender Aktivitiiten, die von der L-Fucose iiber die «-L-Fuco. 
pyranoside zu den Blutgruppensubstanzen fiihrt. Die Oligosaccharide 7 
der Frauenmilch nehmen nicht nur chemisch sondern auch serologisch [ 
eine Sonderstellung ein. Fiir die hohe Wirksamkeit der Blutgruppen. | 
substanzen ist anscheinend noch ein weiteres Bauprinzip in dem fucose. | 
freien Teil wesentlich. i 


Summary 


Pre-requisites for the inhibition of the haemagglutination of human 7 
0(H)-erythrocytes by eel serum are L-configuration, pyranoside structure | 
and a-configuration on carbon atom 1 in the fucosides. Of the four © 
L-fucosides isolated from human milk only the fucosido-lactose showed | 
a slight activity while one of the isomeric pentasaccharides showed a — 
very slight activity. The fucosidolactose complies with the three con- © 
stitutional requirements quoted but nevertheless occupies an entirely 
anomalous position in the sequence of substances whose activities in- / 
crease from L-fucose through «-L-fucopyranosides to the blood group | 
substances. The oligosaccharides of human milk exhibit anomalous 
behaviour from the chemical and from the serological point of view. © 
Another constitutional element in the fucose-free component is appa- © 
rently essential for the high activity of the blood group substances. | 
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Uber die komplexometrische Bestimmung des Kaliums 
im Blutserum 
Von 
H. Flaschka und A. Holasek 
Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut und Pregl-Laboratorium der Universitit Graz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. September 1955) 


Vor einiger Zeit haben die Verfasser iiber die komplexometrische 
Bestimmung von Calcium, Magnesium und anorganischem Phosphor im 
Blutserum berichtet?. Die Methoden, die von Kimbel? genau nach- 
gepriift wurden, haben sich bei der Durchfiihrung von Routineanalysen 
im hiesigen Institut sowie in anderen Laboratorien iiber den Zeitraum 
mehrerer Jahre bestens bewahrt. Es lag der Gedanke nahe, den groBen 
Vorteil dieser Verfahren — direkte Titration eines Metalles, titer- 
konstante Lésungen und eine beschrinkte Zahl von Reagenzien fiir 
mehrere Bestimmungen — auch auf die Ermittlung des Kaliums aus- 


zudehnen. 

Die gebrauchliche Kaliumbestimmung nach Kramer-Tisdall sowohl wie 
die meisten Modifikationen des Verfahrens* beruhen auf der oxydimetrischen 
Titration des Nitrits im gefallten Kaliumkobalt(ITI)-nitrit. So giinstig der Um- 
rechnungsfaktor dieser Bestimmung in theoretischer Hinsicht ist, so groB ist jedoch 
leider auch der Nachteil der Titrationsmittel, die nur geringe Titerbestandigkeit 
aufweisen und, wie im Falle von Permanganatlésung, jeden Tag neu bereitet bzw. 
gestellt werden miissen. Eine weitere Komplikation bietet die Schwierigkeit, 
einen formelreinen Niederschlag zu erhalten, was dazu zwingt, unter genauester 
Einhaltung aller Bedingungen und Gebrauch eines empirischen Faktors zu arbeiten. 
Eine Zusammenstellung der umfangreichen Literatur iiber die Kaliumbestimmung 
wurde von Tinsley‘ veréffentlicht. Aus der Fiille von Arbeiten sei nur eine 
besonders griindliche Untersuchung von Spier herausgegriffen5, der auch die 
Durchfiihrung einer Prazisionsbestimmung beschreibt. 

Mit der nachstehend beschriebenen komplexometrischen Methode 
erzielt man eine Genauigkeit von 0,5 mg%. In Anbetracht der Tatsache, 
daB die normalen Grenzen des Serumkaliums mit etwa 16—20 mg% an- 
gegeben werden, wird man sich mit dieser Genauigkeit fiir klinische 
Zwecke zufrieden geben kénnen, insbesondere weil eine héhere Genauig- 
keit nur mit einem fiir das klinische Laboratorium fast untragbaren 
Arbeitsaufwand erzielbar ist. 

1H. Flaschka u. A. Holasek, a) diese Z. 288, 244 [1951]; b) 289, 279 
[1952]; c) 290, 57 [1952]; d) Réntgen- und Laboratoriumspraxis 6, 72 [1953]. 

2 K. H. Kimbel, diese Z. 298, 273 [1953]. 

’ K. Hinsberg u. K. Lang, Medizinische Chemie fiir den klin. und theoret. 
Gebrauch, 2. Aufl., Urban & Schwarzenberg, Miinchen-Berlin, 1951. 


4 J. Tinsley, Analyst 78, 863 [1948]. 
> H. W. Spier, diese Z. 285, 146 [1950]. 
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Die Vorbereitung des Serums sowie die Gewinnung des Nieder- 
schlages hat gegeniiber den ,,klassischen‘‘ Methoden keine Anderung er. 
fahren. Nur tritt an Stelle der oxydimetrischen Aufarbeitung des Nieder- 
schlages die komplexometrische Titration des im Niederschlag ent- 
haltenen Kobalts. Dadurch ist die Gefahr einer Oxydation allfillig vom 
Niederschlag mitgerissener organischer Partikel ausgeschlossen. Auch die 
Sicherheit der komplexometrischen Titration ist gréfer als die der oxy. 
dimetrischen, d. h. die Zahl von Fehlanalysen, die bei anscheinend voll- 
kommen identischer Arbeitsweise doch manchmal auftreten, ist wesent- 
lich geringer. 

Die komplexometrische Titration des Kobalts gegen Murexid als 
Indikator ist seit lingerem bekannt®. (Beziiglich der Grundlagen dieser 
neueren Titrationsverfahren sei auf das ausgezeichnete Buch von 
Schwarzenbach’ verwiesen.) Die fiir das Gelingen der Bestimmung 
sehr wesentliche, genaue Einstellung des Titrations-py-Wertes bereitet 
keine Schwierigkeit, da die Zugabe wohldefinierter Reagensmengen leicht 
einzuhalten ist. Der Umschlag des Indikators (von Gelb nach tief Violett) 
vollzieht sich allerdings nicht in einem so schlagartig ausgepragten Farb- 


wechsel, wie er von den eingangs erwihnten anderen Bestimmungen her |~ 


bekannt ist. Doch gelingt die Festlegung des Endpunktes auch in diesem 
Falle bei Verwendung einer 0,001-m. Komplexonlésung bei einiger Ubung 
unschwer auf 2—3 Tropfen genau. 


Vorbereitende Untersuchungen an Kaliumsulfat- und -chlorid- © 


lésungen genau bekannten Gehaltes brachten ein unerwartetes Ergebnis. 


ET ES 


Bei den ,,klassischen“’ oxydimetrischen Methoden wird an Stelle des 
theoretischen Umrechnungsfaktors von 6,5 (entspr. 1 Co = 2K) ein i. 
empirischer von 7,1 verwendet. Bei der Aufarbeitung des in vollkommen © 
gleicher Art gewonnenen Niederschlages auf komplexometrischem Wege © 


ist jedoch der theoretische Faktor (natiirlich zahlenmaBig ein anderer 
Wert) zur Berechnung heranzuziehen. Es ist bisher nicht gelungen, die 
Diskrepanz zu kliren, was aber fiir die Praxis ohne Belang ist. 


Lésungen und Reagenzien 


0,00100-m. Komplexonlésung: 0,3722g¢ Komplexon III (Dinatriumsalz- 
dihydrat der Athylendiamin-tetraessigsiure) werden in bidestilliertem Wascer mu 
11 gelést. (Beziiglich der Vorsichtsma8nahmen bei Herstellung und Aufbewahrung 
der Standardlésung sei auf eine friihere Arbeit'*»14 bzw. auf die Ausfiihrung von 
Schwarzenbach’ verwiesen.) 

1-n. HCl: 100 ml konz. Salzsiure werden mit Wasser zu 1 / verdiinnt. 

3-n.NH,: 250 ml konz. Ammoniak werden mit 750ml Wasser verdiinnt. 


Harnstoff: puriss. fest. 


Indikatorpulver: Murexid wird mit getrocknetem Natriumchlorid p.a. 7 


1:200 zu einem staubfeinen Pulver innigst verrieben. 


6 H. Flaschka, Mikrochemie 39, 38 [1951]. a 
7 G. Schwarzenbach, Die komplexometrische Titration, Ferdinand Enke, | 4 


Stuttgart, 1955. 
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Fallungsreagens: nach der Vorschrift von Kramer und TisdalI® hergestellt: 

Lisung A: 5 g Kobaltnitrat, krist., und 2,5 ml Eisessig in 100 mi dest. Wasser 
Josen. 

Lésung B: 24 g Natriumnitrit in 36 m/ Wasser lésen. 


Lésung A und 42 mi Lésung B werden vereinigt, dann wird Luft durch- 
geleitet, bis kein Geruch nach nitrosen Gasen wahrnehmbar ist. Das Reagens ist 
im Eisschrank aufzubewahren und nétigenfalls vor Gebrauch zu filtrieren oder zu 
zentrifugieren. 


Arbeitsvorschrift 


1,00 m/ Serum (sofort nach der Abnahme zentrifugiert und nicht 
hamolytisch) wird in ein trockenes(!) 10 ml-Zentrifugenglas einpipettiert. 
Nun setzt man 2,0 m/ Fallungsreagens in scharfem Strahle zu, um eine 
gute Durchmischung zu erreichen. Wenn nétig, erzielt man vollkommene 
Homogenitat durch nachfolgendes Schwenken. Hierbei ist peinlichst 
darauf zu achten, daB die Fliissigkeit nicht héher als 1—2 cm iiber das 
Niveau in Ruhe hinaus die Glaswand des Roéhrchens netzt; auch muB 
vermieden werden, da Tropfen des Fallungsreagens beim Ein- und Aus- 
bringen der Pipette an den héher gelegenen Teil der Wand gebracht 
werden. Nun 1éBt man das Roéhrchen 45 Min. stehen und zentrifugiert 
anschlie8end 10 Min. bei 3000 U/Minute. Dann wird die iiberstehende 
Flissigkeit mittels umgebogenen Saughikchens abgezogen. Aus einer 
Pipette 1iBt man nun genau 5 ml* bidest. Wasser in das etwas schriig 
gehaltene Réhrchen so einflieBen, daB zwar die geringe iiber dem Nieder- 
schlag stehende Mutterlauge durchgemischt wird, ohne jedoch den 
Niederschlag aufzuwirbeln. Nun wird erneut 10 Min. bei 3000 U/Min. 
zentrifugiert und abgesaugt. Waschen und Zentrifugieren wird noch 
zweimal in der beschriebenen Art wiederholt. Der durch Absaugen von 
der Waschfliissigkeit befreite Niederschlag wird nun mit 1 mi Salzsiure 
iiberschichtet und in das Réhrchen eine kleine Spatelspitze voll Harn- 
stoff (wenige Kristillchen geniigen) eingetragen. Man setzt nun das 
Rohrchen in ein siedendes Wasserbad ein und wirbelt nach Erwirmung 
der Fliissigkeit mit einem glisernen Riihrstaibchen um. Hierbei muB auch 
die gesamte, von einer feinen, gelblichen Niederschlagshaut tiberzogene 
Glaswand des Réhrchens bespiilt werden. Die anfangs durch nitrose 
Gase braun gefirbte Fliissigkeit wird unter Gasentwicklung (Stickstoff) 
rasch farblos. Man kiihlt ab, was unter der Wasserleitung beschleunigt 
werden kann, setzt 2,0 ml Ammoniak zu und bringt Indikatorpulver ein, 
so daB eine deutliche Gelbfirbung erscheint. Nun titriert man mit 
0,001-m. Komplexonlésung in kleinen Portionen unter gutem Umriihren, 
bis die Lésung sich nach rot verfairbt. Von diesen Punkte an setzt man 
die Maflésung nur mehr in Mengen von 1—2 Tropfen zu, bis der Um- 


8 B. Kramer u. F. F. Tisdall, J. biol. Chemistry 46, 339 [1921]; 48 4, 
[1921], s. 1. ¢.3 Hinsberg u. Lang, Seite 10, 

* Das genaue Abmessen erspart das sonst ndtige, lastige Austarieren der 
Glischen. Man trage jedoch Sorge, daB jedes wieder an die gleiche Stelle in den 
Einsatz kommt. 
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schlag nach tief blauviolett erfolgt. Der Endpunkt ist erreicht, wenn die 
Zugabe eines weiteren Tropfen MaBlésung keine Vertiefung der Farbe 
mehr bewirkt. 

Berechnung: ml0,00100-m. Komplexonlésung x 7,82 = mg%, K. 

Bemerkung: An heif®en Tagen oder in stark geheizten Laboratorien 
empfiehlt es sich, um Unterwerte zu vermeiden, das zum Waschen ver- 
wendete dest. Wasser zu kiihlen. 

Uber die an reinen Kaliumlésungen erzielbare Genauigkeit gibt 
Tab. 1 AufschluB. Bei einigen Zahlen sind die nach der Permanganat- 
methode erhaltenen Parallelwerte angefiihrt (empirischer Faktor 7,1). 

Tab. 2 zeigt Mehrfachbestimmungen an verschiedenen Seren und 
einige Vergleichswerte nach der Permanganatmethode, welch letztere 
eine wesentlich héhere Schwankungsbreite aufweisen. 




















Tab. 1. Kaliumbestimmung an reinen Kaliumlésungen bekannten Gehaltes. 
gegeben gefunden. 
mg% K komplexometrisch permanganometrisch 
15,4 15,3 ag 
17,7 17,6 gt 
19,3 18,9; 19,3; 19,1; 19,7; 19,4 | 19,0; 19,4; 19,2 
20,2 20,4 a 
22,2 21,7; 22,2; 21,9; 22,5; 22,6; | 22,7; 22,6; 21,7 
21,8 
Tab. 2. Kaliumbestimmungen in verschiedenen Seren. 
mg% Kalium 
; permangano- 
komplexometrisch metrisch 

19,2 19,1 18,9 19,4 18,6 19,5 

22,3 22,4 24,1 22,0 

19,2 18,9 19,8 

18,6 18,5 18,4 20,0 18,8 

23,3 23,5 

20,6 21,3 

12,6 12,8 13,0 12,2 

17,2 18,1 18,3 19,5 





Die Einhaltung der Fallungsvorschrift ist sehr wichtig, um Verluste 
beim Waschen oder Inhomogenitit des Niederschlages zu vermeiden. 
Die Titration selbst ist wesentlich unempfindlicher als die bei den klas- 
sischen Methoden, worin neben der Titerkonstanz der Lésung, die ebenso 
wie die iibrigen Reagenzien fiir die Bestimmung anderer Serumbestand- 
teile verwendet werden kann, der Hauptvorteil des neuen Verfahrens 
zu suchen ist. 


Fil. Mensi von der Grazer Kinderklinik und Fri. Linhart am hiesigen 
Institut haben uns bei der Durchfiihrung von Serienanalysen unterstiitzt, wofiir 
auch an dieser Stelle herzlichst gedankt sei. 
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Zusammenfassung 


Die iibliche, verschiedene Fehlerquellen aufweisende oxydimetrische 
Titration des Kaliumkobalt(II1)-nitrit-Niederschlags wird durch die 
Titration mit Komplexonma8lésung ersetzt. Bei Kaliumtestlésungen 
schwanken die Ergebnisse maximal um 0,7 mg% (mittlerer Fehler etwa 
0,2mg%); die Schwankungen bei Seren sind etwas gréBer, jedoch 
kleiner als bei der Permanganatmethode. 


Summary 


The usual oxidimetric titration of the potassium cobaltinitrite pre- 
cipitate exhibits various sources of error and is replaced by titration 
with standard solutions of Complexone. The results obtained with 
potassium solutions show a maximum variation of 0.7 mg per cent, the 
mean error being approximately 0.2 mg per cent. In the case of sera the 
deviations «re somewhat larger but are smaller than in the perman- 
ganate method. 
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Grenzflachenuntersuchungen 
an Tokopherol-Verbindungen und am Vitamin K, 


Von 


Giinter Weitzel*, Anna-Maria Fretzdorff und Siegfried Heller 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Oktober 1955) 


Die fettléslichen Vitamine besitzen ein gemeinsames molekulares 
Bauprinzip: Einer kleinen hydrophilen Gruppe steht ein groBer hydro. 7 
phober und lipophiler Rest gegeniiber. Der wasserfreundliche Molekiil- [ 
bezirk wird bei den Vitaminen A, D und E von der Hydroxylgruppe ff 
gebildet, wihrend bei Vitamin K die chinoide Gruppierung als hydrophil 7 
gelten kann. Der lipophile Bezirk hat bei den Vitaminen A, E und K [ 
enge strukturelle Beziehungen zum Phytol. Die fettléslichen Vitamine |7 
zeigen somit eine fiir grenzflichenaktive Verbindungen charakteristi- | 
sche Konstitution. : 


In einer friiheren Arbeit untersuchten wir! die Grenzflacheneigenschaften | 


von Verbindungen der Vitamin A-Gruppe und gingen dabei von langkettigen | 
Alkoholen einfacher Struktur aus. Wir verglichen die Grenzflicheneigenschaften von | 
normalem Hexadecanol mit methylverzweigten Hexadecanolen sowie mit Phytol, | 
Isophytel und Phytansaure; von da aus gingen wir zum Perhydro-Vitamin A und 
schlieBlich zum Vitamin A selbst iiber. Weiteren AufschluB erbrachte der Vergleich © 
der Grenzflacheneigenschaften des Vitamin A-Alkohols mit Vitamin A-Aldehyd, | 
verschiedenen Vitamin A-Estern und -Athern. Es ergab sich aus diesen Unter. | 
suchungen, daB Vitamin A und die meisten Vitamin A-Verbindungen aus. | © 
gepragte Grenzflachenaktivitat besitzen und spontan stabile monomolekulare |” 
Filme auf waBrigen Oberflichen bilden. Der Vergleich des Vitamin A-Alkohols mit 
seiner Perhydro-Verbindung sprach dafiir, da8 die konjugierten Doppelbindungen 
die dichte Packung der Vitamin A-Molekiile im Grenzflachenfilm unterstiitzen. [~ 
Hinsichtlich der physiologischen Wirkung ergab sich aus diesen Filmmessungen, [~ 
daB alle biologisch voll wirksamen Vitamin A-Verbindungen wohldefinierte mono- f~ 


molekulare Filme bilden, waihrend Substanzen wie Vitamin A-Phenylather und fF ~ 


das Anhydro-Vitamin A, welche biologisch praktisch unwirksam sind, kein Film- 
bildungsvermégen besitzen. Dies fiihrte zu dem SchluB, daB zu den beiden be- | ~ 
kannten strukturchemischen Voraussetzungen fiir Vitamin A-Wirksamkeit -— | 
B-Ionon-Ring und konjugiertes System — zusitzlich eine polare Endgruppe not- | ~ 
wendig ist, welche ausreichende Grenzflichenaktivitét gewahrleistet. 

Grenzflichenuntersuchungen an den Vitaminen E und K mit dem |7 
Ziele, das Verhalten dieser Substanzen im monomolekularen Film aul | 
waBrigen Oberflichen zu bestimmen, lagen bisher nicht vor. Soweit wir [ 
die Literatur iiberschauen, sind diese beiden Vitamine iiberhaupt noch 


* Jetzige Anschrift: GieBen, Friedrichstr. 24, Physiol.-Chemisches Institut. 
1G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. S. Heller, diese Z. 290, 32 [1952]. 
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nicht auf Grenzflichenaktivitat gepriift worden. Wir berichten in der 
vorliegenden Arbeit iiber Film-Untersuchungen an «-Tokopherg! und 
verschiedenen Tokopherol-Derivaten, an Vitamin K, («-Phyllochinon) 
und an gemischten Filmen dieser Vitamine mit Vitamin A und efigen 
anderen Fettstoffen. 


Methodik 


Die von uns benutzte MeBmethodik beruht auf der Schubmessung mono- 
molekularer Filme und umfaBt die gleichzeitige Registrierung der F/A-Isotherme, 
des Grenzflachenpotentials und der Wasserdampfdurchlassigkeit des Filmes. Die 
Messungen erfolgen auf waBrigen Oberflichen, in der vorliegenden Arbeit durch- 
weg auf 0,01-n.HCl. Wir benutzen dabei die von uns in den letzten Jahren neu- 
entwickelten oder verbesserten Methoden und Gerate zur Aufnahme der F/A- 
Isothernen?, zur Ermittelung des Grenzflichenpotentials* * und zur Bestimmung 
der Wasserdampfdurchlassigkeit® monomolekularer Filme. 


Substanzen 


Aus der Tokopherol-Gruppe priiften wir die folgenden 5 Substanzen: DL-«- 
Tokopherol, DL-x-Tokopheryl-acetat, DL-x-Tokopheryl-benzoat, pL-«-Tokopheryl- 
palmitat und saures DL-x-Tokopheryl-phosphat. Dazu untersuchten wir das Film- 
verhalten von Vitamin K, (x-Phyllochinon) und zogen zum Vergleich Vitamin 
A-acetat und Vitamin A-palmitat heran. Zur systematischen Beurteilung der Film- 
eigenschaften von Tokopherol und Phyllochinon ist es erforderlich, die F/A-Dia- 
gramme von Phytol und Phytyl-acetat zu kennen, da der Phytylrest einen sehr 
etheblichen Anteil dieser beiden Vitamin-Molekiile einnimmt. Uber das Film- 
verhalten von Phytol und Phytylacetat berichteten wir bereits im Rahmen unserer 
Grenzflichenuntersuchungen an Verbindungen der Vitamin A-Gruppe!, so daB wir 
im folgenden auf die dort gegebenen F/A-Isothermen zuriickgreifen kénnen. Die 
in der vorliegenden Arbeit gepriiften Verbindungen wurden uns in dankenswerter 
Weise von der Firma Hoffmann-LaRoche, Basel, zur Verfiigung gestellt. 


Versuchsergebnisse 


Abb. 1 zeigt das Verhalten eines monomolekularen Filmes von DL- 
x-Tokopherol bei der Schubmessung auf 0,01-n.HCl bei 21°. Die aus- 
gezogene Kurve entspricht der F/A-Isotherme, d.h. sie gibt den Zu- 
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Abb. 1. pL-x-Tokopherol. F/A-Isotherme (___), Grenzflachenpotential (- - --) und 
Wasserdampfdurchlassigkeit (-.—-—- ) auf 0,01-n. HCl bei 21°. 


. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z. 288, 32 [1951]. 
S. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z. 289, 288 [1952]. 

. Heller, Kolloid-Z. 136, 120 [1954]. 
° S. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z. 301, 17 [1955]. 
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sammenhang zwischen Anstieg des Schubs und Verminderung der dem 
Film zur Verfiigung stehenden Fliche wieder. Man erkennt, dal bei 
rund 59 A2 pro Einzelmolekiil der Film zu kondensieren beginnt, d. h, 
er ist dann so dicht gepackt (D = Dichtpunkt), daB von da ab das 
weitere Zusammenschieben einen Anstieg der Dyn-Werte hervorruft, 
welche an der elastischen, die Wasseroberfliche durchquerenden Barriere® 
registriert werden. Das fortlaufende Anwachsen des Schubs, unter wel- 
chem der Film steht, fiihrt schlieflich bei einem Werte von rund 
24 Dyn/em zum Zusammenbruch der monomolekularen Filmstruktur, 
In diesem Punkte steht dem einzelnen Tokopherol-Molekiil eine Grund. 
fliche von 40,8 A? zur Verfiigung. Dieser Wert entspricht dem kleinsten 
Querschnittsbezirk, welchen das Tokopherol-Molekiil im monomole. 
kularen Film bei 20° auf der Wasseroberfliche einnehmen kann. Es ist 
sehr wahrscheinlich, daB in diesem Falle, d.h. kurz vor dem Kollaps 
des Filmes, die Tokopherol-Molekiile eine vertikale Stellung einnehmen, 
wobei die Hydroxylgruppe in die Wasseroberflaiche eintaucht, wahrend 
die Phytylreste vom Wasser abgewendet in die Luft ragen. 

Vergleicht man Tokopherol auf Grund seines Phytylrestes mit 
Phytol, so ergibt sich aus den Mefergebnissen unserer friiheren Arbeit 
iiber die Filmeigenschaften von Vitamin A-Verbindungen!, daf unter F 
gleichen Versuchsbedingungen der monomolekulare Phytolfilm bei rund | 
55 A2 zu kondensieren beginnt (D), wihrend der Kollaps des Filmes bei 
rund 35 A? liegt. Das Phytol hat also im monomolekularen Film einen 
etwas geringeren Flichenbedarf als das Tokopherol. Dabei fallt auf, dai 
die Unterschiede im Flaichenbedarf nicht gré8er sind, denn im Vergleich 
zu Phytol betraigt der durch das Chroman-Ringsystem des Tokopherols 
bewirkte Zuwachs an Flachenbedarf nur etwa 4 A? zu Kondensations- f 
beginn (D) und 6 A? beim Zusammenbruch des Filmes. Vermutlich 
wirken sich hier spezielle Kohisionskrafte des Ringsystems aus, welches F 
zur Aneinanderlagerung in parallelen Ebenen neigt. Der Zusammenbruch f 
des Phytolfilmes erfolgt bei einem Dyn-Wert von 26,5, derjenige des 
Tokopherols bei 24 Dyn/em. Daraus geht hervor, daB die Stabilitat bei- 
der Filme nicht wesentlich verschieden ist. 

Der Verlauf der F/A-Isotherme zeigt somit, daB das freie Toko- 
pherol ausgepriigte Grenzflicheneigenschaften besitzt..Zu dem gleichen 
Ergebnis kommt man bei Betrachtung der fiir das Grenzfliachen- 
potential ermittelten Kurve (mV/A?), welche gleichzeitig mit der F/A- 
Isotherme automatisch registriert wurde (s. Abb. 1). Das Grenzflachen- 
potential bildet sich kurz vor Kondensationsbeginn (D) des Filmes aus 
und erreicht in steilem Anstieg sehr rasch Werte um 200 mV, die bei 
der immer dichter werdenden Packung des Filmes nur noch wenig an- 
steigen und auch nach dem Kollaps des Filmes konstant bleiben. Dieser 
Verlauf ist fiir kondensierende, jedoch fliissig-viskos bleibende mono- 
molekulare Filme charakteristisch. Uber die Zuordnung des Grenv- 
flichenpotentials zur F/A-Isotherme sei auf die Untersuchungen von 7 
Heller? verwiesen. 
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In Abb. 1 ist auLerdem eingezeichnet die ebenfalls gleichzeitig re- 
gistrierte Kurve der Wasserdampfdurchlassigkeit des Tokopherol- 
Filmes. Diese Kurve zeigt, abgesehen von geringen Schwankungen um 
den Nullwert, keine Veriinderung wihrend der Bildung der verschiedenen 
Phasen des monomolekularen Filmes. Daraus geht hervor, daB die durch 
den Tokopherolfilm hindurch verdampfende Wassermenge auch bei dich- 
tester Packung des Filmes ebenso groB ist wie die Wasserdampfabgabe 
einer freien, nicht filmbedeckten Wasseroberfliche. Sterisch gesehen ist 
die gegenseitige Anniherung der Tokopherol-Molekiile im komprimierten 
Film noch nicht geniigend groB, um den Durchtritt des Wasserdampfes 
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Abb. 2. F/A-Isothermen von Tokopherolderivaten auf 0,01-n.HCl bei 21°. 
I = pt-«-Tokopherol, II = pt-«-Tokopheryl-acetat, III = pi-«-Tokopheryl- 


ion B benzoat, [V = pL-«-Tokopheryl-palmitat, V = saures DL-«-Tokophery]-phosphat. 


tlich [ 


Iches 
© uns* mitgeteilten Befunden tiber die Zusammenhange zwischen 


> chemischer Struktur und Wasserdampfdurchlassigkeit mono- 


> «= behindern. Dieser Befund stimmt iiberein mit den vor kurzem von 


molekularer Filme. Dabei hatte sich ergeben, daB erst kondensierte 


| Filme mit einem Flachenbedarf von rund 24 A? pro Molekiil und 
'weniger in der Lage sind, die Wasserdampfabgabe der Wasserober- 
' fliche zu behindern. Verzweigtkettige Verbindungen wiesen fast 
| durchweg keinerlei abdeckende Effekte gegeniiber der Wasserverdamp- 


fung auf. 

Abb. 2 gibt einen Uberblick iiber die F/A-Isothermen einiger Toko- 
pherolderivate. Zur Wahrung der Ubersichtlichkeit sind die Potential- 
kurven nicht mit eingezeichnet; die fiir das Potential gemessenen Maxi- 
malwerte finden sich in Tab. 1. Die Filme der in Abb. 2 genannten Sub- 
stanzen zeigten keine Hemmung der Wasserdampfabgabe von der Ober- 
fliche. Da hier ein anderer Mafstab gewahlt werden muBte, ist die Kurve 


) fir freies Tokopherol (I) nochmals mit eingezeichnet. Die Kurve des 
von - 


6 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. 8. Heller, diese Z. 301, 26 [1955]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 303 2 
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Tokopheryl-acetats (II) zeigt im Vergleich zum freien Tokopherol (jj 
eine Erhéhung des Flachenbedarfs bei gleichzeitigem Absinken der zun 
Kollaps erforderlichen Schub-Energie. Die Haftfahigkeit des Filmes ay 
der Wasseroberfliche ist durch den Ersatz des Wasserstoffes der freien 
Hydroxylgruppe durch den Acetylrest herabgesetzt, zugleich wird da. 
durch die hydrophile Kopfgruppe vergréBert. Dieses Verhalten triti noch 
deutlicher beim Tokopheryl-benzoat (III) und beim Tokopheryl-pa'mitat 
(IV) zutage. Auch diese beiden Substanzen bilden noch monomolekular 
Filme, bei denen Dichtpunkt (D) und Kollaps (K) gut zu messen sind. 
Der Flachenbedarf pro Molekiil ist jedoch wesentlich héher, die Stabilitit 
der Filme und ihre Haftfaihigkeit am Wasser sind nur noch gering. De 
hydratisierten Esterbindung, die von sich aus nur schwach polar ist, 
steht in beiden Fallen nicht nur der Tokopherylrest, sondern auBerden 
ein zweiter groBer hydrophober Siurerest gegeniiber. Dadurch ist es ver. 
standlich, daB das Tokopheryl-palmitat schon bei rund 97 A? pro Molekii 
kollabiert, wozu bereits ein Schub von 4,7 Dyn/em ausreicht. Die Zu. 
nahme der Flichenwerte beim Tokopheryl-palmitat ist so betrichtlich, 
daB die entsprechenden Werte des freien Tokopherols um mehr als da: 
Doppelte iiberschritten werden. Die Flichenwerte des Palmitats liegen 
aber auch wesentlich héher als die Summe der Flachenwerte der beider 
Einzelkomponenten in freier Form. 

Vollig anders verhilt sich das saure Tokopheryl-monophosphat (V): 
dessen Film 1aB8t sich auf einen Flachenbedarf zusammendriicken, der 
denjenigen des freien Tokopherol noch etwas unterschreitet (rund 
40 A2); der Kollaps jedoch erfolgt im Vergleich zu Tokopherol (24 Dyn 
bei einem wesentlich héheren Dyn-Wert (43 Dyn/em). Dieses von Toko. 
pherol und dessen Anhydriden mit organischen Sfauren viéllig ab. 
weichende Verhalten erklirt sich durch die besonderen Eigenschaftei 
des Phosphorsiurerestes, weleher in diesem Falle noch zwei freie Hydro. 
xylgruppen besitzt, die zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken befahig 
sind. Damit liegt hier eine hochpolare, wasserlésliche Kopfgruppe vor. 
die die Verankerung der filmbildenden Molekiile in der Wasseroberfliche 
in viel stirkerem MaBe begiinstigt, als dies bei der Hydroxylgruppe de 
Tokopherols oder bei der Anhydrid-Verkniipfung mit Essigsiure, Benzoe. 
siiure oder Palmitinsiure der Fall ist. Fiir Grenzflichenuntersuchungei 
gilt allgemein, daB die Einfiihrung des Phosphorsiurerestes als hydro. 
phile Gruppe in fettlésliche Verbindungen das Filmbildungsvermége: 
derartiger Substanzen auBerordentlich verstarkt. Dieser Befund ist it 
biologischer Hinsicht insofern von Bedeutung, als damit dem phos. 
phorylierten Vitamin E wesentlich héhere Affinitaét zu hydrophile 
Bezirken, z. B. zu Eiwei8-Strukturen, zukommt als dem gewohnlicher 
Tokopherol. 

Die genauen Mefwerte, die wir an den Filmen von Tokopherol uni 
seinen Derivaten ermittelten, sind in Tab. 1 zusammengestellt : 
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Tab. 1. Monomolekulare Filme von Tokopherol und Tokopherolderivaten. 
(Alle Messungen auf 0,01-n.HCl bei 21°.) 


























. Flachenbedarf pro Molekiil Grenz- 
: Freier fiiteitieaietiin in A? bei or flachen- 
a Kondensations- | Kollaps potential 
: (K) 
ul mitat 
>kulare fF  pi-a-Tokopherol 40,8 
n sind pL-«-Tokopheryl-acetat 53,6 
bili 7 pi-«-Tokopheryl-benzoat .... 63,2 
“os pL-«-Tokopheryl-palmitat .... 97,4 
1g. Der pt-«-Tokopheryl-phosphat ... 39,6 
lar ist, (sauer) 
Jerden: Tab. 2. Mischfilme mit pi-«-Tokopherol. 
a a (Alle Messungen auf 0,01-n.HCl bei 21°.) 
Lolekiil 
Jie Zu. Flachenbedarf pro Molekiil Dvn Grenz- 
shtlich . in A? bei y" | flachen- 
‘ Substanzen bei sibiabial 
als das Kondensations- | Kollaps | Kollaps P 
+ liegen beginn (D) (K) in mV 
hej 
eiden Telepherol -+ ! 
Palmitinsiure 2:1 53,5 36,1 5 216 
at (V):§% Tokopherol + 
en, der Palmitinsiure 1:1 49,9 31,6 231 
(rund p,L-x-Tokopherylacetat +- 
4 Dyn Vitamin A-acetat 1:1 38,7 


Tokopherol + 
Vitamin A-acetat 1:1 7 42,2 
Tokopherol +- 
Vitamin A-palmitat 1:1... 63,1 
Tokopherol + 
Vitamin A-acetat + 
Palmitinsaure 1:1:2 35,1 
Tokopherol + 
Vitamin A-acetat + 
Palmitinsiure 2:1:3 
Tokopherol + 
Vitamin A-acetat + 
Palmitinsaure 1:2:3 
Tokopheryl-acetat + 
Vitamin A-acetat ++ 
Octadecylacetat 1:1:2.... 
Tokopheryl-acetat + 
Vitamin A-acetat +- 
Stearinsiure-athylester 
3032 
Palmitinsiure 
Vitamin A-acetat 
Octadecyl-acetat 
Stearinsdure-athylester 
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Grenzflachenaktive Lipide kénnen mit anderen filmbildenden ‘ett. 
stoffen zu gemischten Filmen zusammentreten. Aus dem Verlauf der 
F/A-Isothermen von Mischfilmen des Vitamins E mit anderen feitlés. 
lichen Vitaminen, z. B. mit Vitamin A, sowie mit langkettigen Fettsi uren 
oder Wachsestern laBt sich abschitzen, in welchem Mafe Tokopheiol in 
die Filme anderer Fettstoffe eingebaut werden kann. In Tab. 2 sind die 
gemessenen Werte monomolekularer Mischfilme von DL-«-Tokopherol 
und DL-a-Tokopheryl-acetat mit verschiedenen anderen Fettstoffen 
zusammengestellt. 

Aus Tab. 2 geht hervor, da Tokopherol in Mischung mit Palniitin. 
siure einen stabilen Film bildet, wobei ein Mischungsverhaltnis von zwei 
Tokopherol-Molekiilen auf ein Palmitinsiure-Molekiil eine etwas hohere 
Filmflaiche beansprucht als das 1 : 1-Verhaltnis. Nimmt man beim | : 1. 
Verhiltnis eine statistische, gleichmifige Verteilung der Palmitinsiiure- 
und Tokopherol-Molekiile im Film an, dann miiBten die Flachenwerte 
dem arithmetischen Mittel aus den fiir reines Tokopherol und reine 
Palmitinsiure gemessenen Werten entsprechen. Die fiir den Mischfilm 
gemessenen Werte liegen aber jeweils um einige A? hoher als das be. 
rechnete Mittel, woraus sich ergibt, dali die Packung des Filmes durch 
die 1: 1-Mischung aufgelockert wird. Die zwischenmolekularen Krifte 
zwischen gleichartigen Tokopherol-Molekiilen einerseits und zwischen 
gleichartigen Palmitinsiure-Molekiilen andererseits kommen offenbar 
nicht zur Auswirkung, wenn ein fortlaufender Wechsel zwischen den 
ungleichartigen Tokopherol/Palmitinsaiure-Molekiilen besteht. Dieses 
Verhalten geht besonders klar aus den beim Kollaps erreichten Dyn- 
werten hervor : Palmitinsaure allein erfordert einen Schub von 47 Dyn/em, 
Tokopherol allein einen solchen von 24,2 Dyn/em. Der Dynwert, der 
zum Kollaps des 1 : 1- Tokopherol/Palmitinsiure-Filmes erforderlich ist, 
liegt dagegen nur wenig iiber dem Dynwert des Tokopherols, namlich 
bei 27 Dyn/cm. Es ergibt sich daraus die allgemeine Feststellung, dai 
gemischte Filme strukturell ungleichartiger Verbindungen einen ge- 
ringeren Kondensationsgrad erreichen, als dem Mittel aus den Film- 
werten der einheitlichen Komponenten entspricht. 

Mischfilme der Vitamine E und A sind durchweg fliissig-viskos und 
stabil. In Tab. 2 sind die gemessenen Werte angegeben fiir 1:1- 
Mischungen von Tokopheryl-acetat mit Vitamin A-acetat sowie von 
freiem Tokopherol mit Vitamin A-acetat und Vitamin A-palmitat. Die 
1:1-Mischung von freiem Tokopherol mit Vitamin A-acetat  liefert 
Flichenwerte, die denen des Tokopherols sehr ahnlich sind, obwohl 
Vitamin A-acetat allein in seinem Flichenbedarf erheblich unter dem- 
jenigen des freien Tokopherols liegt. Das in gleicher Molekiilzahl wie das 
Tokopherol im Mischfilm vorhandene Vitamin A-acetat fiihrt also kaum 
zu einer Senkung des durchschnittlichen Flichenwertes, vermutlich 
wiederum deshalb, weil im Mischfilm die Aneinanderlagerung der ver- 
schiedenartigen Einzelmolekiile weniger dicht ist als in einem Film ein- 
heitlicher Molekiile. Ein hiervon abweichendes Verhalten findet sich 
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lediglich im gemischten Film von Tokopheryl-acetat und Vit- 
amin A-acetat (Tab. 2). Hierbei treten Flachenwerte auf, die niedriger 
sind als das arithmetische Mittel aus den Einzelwerten beider Ver- 
bindungen. Aus bisher nicht geklarten Griinden scheinen die Acetate der 
beiden fettléslichen Vitamine zu einer besonders dichten Aneinander- 
lagerung im monomolekularen Mischfilm befaihigt zu sein. Im ganzen 
gesehen ergibt sich aus den Film-Messungen an Gemischen von Vit- 
amin E und A, daB& diese beiden fettléslichen Vitamine in ihren Grenz- 
flicheneigenschaften sehr ahnlich sind und sich beim Aufbau von Misch- 
filmen gegenseitig nicht stéren; in bestimmten Fallen kommt es sogar 
m besonders dichter Packung im gemischten Film. 

Tab. 2 gibt weiterhin Auskunft tiber die Filmeigenschaften ternirer 
Gemische von Tokopherol mit Vitamin A-acetat und anderen Fettstoffen, 
wie z. B. Palmitinsiure, Octadecyl-acetat und Stearinsiure-athylester. 
In jedem Falle handelt es sich um wohldefinierte monomolekulare 
Schichten. Dabei kommt zum Ausdruck, daB die als 3. Komponente bei- 
gegebene Palmitinsiure den Flachenbedarf des Vitamin-Mischfilmes 
herabsetzt und den zum Zusammenbruch des Filmes erforderlichen Dyn- 
wert erhoht. Weiterhin ergibt sich, dab, entsprechend dem Filmverhalten 
der Einzelkomponenten, ein héherer Tokopherol-Anteil im Mischfilm zu 
héheren Flachenwerten, ein hodherer Vitamin A-Anteil zu geringeren 
Flichenwerten fiihrt, s. hierzu die Mischungsverhiltnisse Tokopherol : 
Vitamin A-acetat : Palmitinsiure = 2:1:3 bzw. 1: 2:3. Von beson- 
derem Interesse ist der in Tab. 2 angefiihrte Mischfilm der 3 Acetate 
von Tokopherol, Vitamin A und Octadecanol im Verhiltnis 1:1: 2. 
Die gemessenen Werte lassen erkennen, daB sich die beiden Vitamin- 
Acetate ohne weiteres in den Film des Octadecyl-acetats einordnen, wo- 
bei eine relativ dichte Packung erreicht wird. Entsprechende Verhiltnisse 
liegen bei dem ebenfalls in Tab. 2 angefiihrten Mischfilm der beiden Vit- 
amin-Acetate mit Stearinsaiure-aithylester im Verhiltnis 1: 1:2 
vor. Die Werte fiir den Flichenbedarf zu Kondensationsbeginn (D) und 
beim Kollaps des Filmes (K) sowie der zum Zusammenbruch erforderliche 
Dynwert weichen nur wenig von den entsprechenden Werten des voran- 
gehend angefiihrten terniren Gemisches mit Octadecyl-acetat ab. Dies 
entspricht unseren friiher® bereits mitgeteilten Befunden, wonach die 
F/A-Isothermen und auch die Kurven der Wasserdampfdurchlassigkeit 
fir die monomolekularen Filme von Octadecyl-acetat und Stearinsaure- 
ithylester weitgehend iibereinstimmen. Dagegen konnten wir? einen be- 
trichtlichen Unterschied im Grenzflichenpotential der Filme beider 
Verbindungen feststellen, denn das maximale Grenzflichenpotential des 
Octadecyl-acetats belief sich auf 957 mV, dasjenige des Stearinsiure- 
ithylesters auf 380 mV. Dieser Unterschied pragt sich auch noch im 
Grenzflichenpotential der ternaren Mischfilme aus (Tab. 2): Der Misch- 


’ G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff, 8. Heller u. E. Graeser, Kolloid-Z. 127, 
110 [1952). 
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film mit Octadecyl-acetat erreicht ein Grenzflachenpotential von 518 mV, 
derjenige mit Stearinsiure-ithylester kommt nur auf 442 mV. amit 
erreicht der Mischfilm mit Octadecyl-acetat den héchsten Potenti:lwert 
aller in Tab. 2 angefiihrten Gemische. Keiner der in Tab. 2 aufgefiihrten 
Mischfilme behinderte den Wasserdampf-Durchtritt. 





mV 
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Abb. 3. F/A-Isothermen (-—-) und Potentialkurven (----) zweier Gemische auf 
_ 0,01-n.HCl bei 21°. I = a-Tokopheryl-acetat + Vitamin-A-acetat 1:1. II =a. 
Tokopheryl-acetat + Vitamin A-acetat + Octadecyl-acetat 1:1: 2. 

In Abb. 3 sind als Beispiel fiir Mischfilme die F/A-Isothermen und 
Potentialkurven von «-Tokopheryl-acetat + Vitamin A-acetat 1: 1 so. 
wie von a-Tokopheryl-acetat + Vitamin A-acetat + Octadecyl-acetat 
1: 1:2 dargestellt. 

Vitamin K, 














Abb. 4. Vitamin K, («-Phyllochinon = 2-Methyl]-3-phytyl-1.4-naphthochinon). 
F/A-Isotherme (---—), Grenzflachenpotential (---) und Wasserdampfdurchlassigkeit 
(--—--- ) des monomolekularen Films auf 0,01-n.HCl bei 20°. 


Abb. 4 gibt die F/A-Isotherme, das Grenzflichenpotential und die 
Wasserdampfdurchlassigkeit des monomolekularen Filmes von Vitamin 
K, («-Phyllochinon) wieder. Die chinoide Gruppierung bewirkt offenbar 
eine weniger feste Verankerung des Molekiils in der Wasseroberflache, 
als es die freie Hydroxylgruppe vermag, denn der Vitamin K,-Film 
kollabiert bereits bei einem Schubwert von 10,7 Dyn/em. Der Kon- 
densationsbeginn des Filmes (Punkt D) wird erreicht, wenn 57,1 A? pro 
Einzelmolekiil als Querschnittsfliche erreicht sind. Damit liegt der Dicht- 
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punkt ganz in der Nahe desjenigen von Tokopherol (58,8). Wahrend aber 
der Tokopherol-Film bis auf 41 A? pro Molekiil zusammengepreBt werden 
kann, ehe er unter einem Schub von 24 Dyn kollabiert, tritt bei Vitamin 
K, der Kollaps des Filmes bereits bei 46,0 A? unter einem wesentlich 
geringeren Schub (10,7 Dyn) ein. Es ergibt sich daraus, daB Vitamin K, 
einen fliissigen, wohldefinierten monomolekularen Film auf der Wasser- 
oberfliche bildet, der jedoch weniger stabil ist als derjenige des Toko- 
pherols. Die Ursache hierfir liegt sehr wahrscheinlich, wie oben. bereits 
angedeutet, in der etwas schwicheren Polaritaét der wasserfreundlichen 
Gruppierung. 

Das Grenzflachenpotential des Vitamin K,-Filmes steigt kurz 
vor Kondensationsbeginn steil an und erreicht etwa im Punkt D Werte 
um 200mV, welche wahrend der fortschreitenden Verkleinerung der 
Filmfliche noch etwas zunehmen. Damit zeigt das Grenzflichenpotential 
von Vitamin K, sowohl in seinem Verlauf wie auch in der Hohe der 
erreichten Werte groBe Ahnlichkeit mit demjenigen von Tokopherol; die 
gemessenen Héchstwerte liegen nahe beieinander, 226 mV bei K,, 208 mV 
bei Tokopherol. Die Wasserdampfdurchlassigkeit des Vitamin K,- 
Filmes entspricht im monomolekularen Zustand wie auch im mehr- 
schichtigen Film nach dem Kollaps praktisch einem véllig ungehinderten 
Wasserdampfdurchtritt. Ubereinstimmend mit unseren friiheren Be- 
funden‘ ist in diesem Falle ein abdeckender Effekt gegeniiber der Wasser- 
verdampfung auch nicht zu erwarten, da der Film des Vitamins K, bei 
weitem nicht die zur Behinderung des Wasserdampfdurchtritts erforder- 
liche Packungsdichte erreicht. 

Kine Betrachtung der im monomolekularen Film von einem Vit- 
amin K,-Molekiil beanspruchten Querschnittsflichen (57 A? zu Kon- 
densationsbeginn, 46 A2 im Kollaps) 1a8t.erkennen, daB zu Kon- 
densationsbeginn groBe Ahnlichkeit mit den Werten von Tokopherol 
(59 A?) und Phytol (54,4 A?) besteht. Wie bei Tokopherol ist es auch hier 
iiberraschend, daB trotz Vorhandenseins des Ringsystems gegeniiber dem 
rein aliphatischen Phytol nur ein geringer Zuwachs von rund 2,5 A? 
pro Molekiil auftritt. Anders liegen die Verhaltnisse beim Kollaps: da 
Vitamin K, nicht wie Tokopherol und Phytol die Hydroxylgruppe als 
polare Endgruppe, sondern lediglich die Chinon-Struktur besitzt, ist die 
Haftfestigkeit an der Wasseroberfliche, wie erwihnt, wesentlich geringer. 
Da der Film bereits bei 10,7 Dyn bricht, lassen sich hinsichtlich der Zu- 
sammenhinge zwischen Flaichenbedarf und molekularer Struktur die 
Kollapswerte nicht zu Vergleichen mit Phytol oder Tokopherol heran- 
ziehen. Vergleicht man jedoch die bei einem Schub von 10—11 Dyn von 
Phytol und Tokopherol erreichten Flichenwerte mit denjenigen des Vit- 
ae K, bei gleichem Schub, so ergeben sich wiederum sehr ahnliche 

jerte. 

Hinsichtlich der biologischen Bewertung des Phytolrestes liegt bei 
Vitamin K, ein vom Vitamin E abweichendes Verhalten vor. Denn 
wihrend bei Tokopherol die Aufspaltung in methyliertes Chinon und 
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Phytol vélligen oder zumindest sehr weitgehenden Verlust de: bio. 
logischen Wirkung zur Folge hat, ist bei Vitamin K, auch der plh:ytol. 
freie Rest, das 2-Methyl-1.4-naphthochinon, biologisch voll wirksam, 
Diese Verbindung 1a8t sich im monomolekularen Film auf wiil‘riger 
Oberfliche jedoch nicht untersuchen, da sie wasserléslich ist und kein 
Filmbildungsvermégen besitzt. Unsere Untersuchungen am Vitamin K, 
sind daher auf das 2-Methyl-3-phytyl-1.4-naphthochinon begrenzt. 


Mischfilme von Vitamin K, und Tokopherol im Verhiltnis 1;] 4 


sind ebenfalls stabil und ohne Schwierigkeiten darstellbar, die Flichen. 
werte, berechnet auf das mittlere Molekulargewicht der beiden Kom. 
ponenten, liegen jedoch sowohl fiir Kondensationsbeginn wie fiir Kollaps 


mit 62,7 bzw. 48,2 A? héher als die entsprechenden Werte der beiden g 


Einzelkomponenten, welche fiir Tokopherol 58,8 bzw. 40,8 und fiir Vit. | 
amin K, 57,1 bzw. 46,0 betragen. Der Mischfilm kollabiert unter cinem | 


Schub von 14,5 Dyn/em. Auch hier verhilt sich also der Mischfilm der 7 


beiden fettléslichen Vitamine ahnlich wie der oben behandelte Misch. 
film von Tokopheryl-acetat mit Vitamin A-acetat: die Mischfilme zeigen 


einen héheren durchschnittlichen Flichenwert pro Einzelmolekiil, als er 


aus dem arithmetischen Mittel der Filmwerte der Einzelkomponenten 
sich errechnet. ; 


Diskussion 


Die vorstehend mitgeteilten MeBergebnisse zeigen, daB Tokopherol 
und seine Derivate ausgepriigte Grenzflicheneigenschaften besitzen und 
auf Wasser bzw. auf hydrophilen Oberflichen stabile monomolekulare 
Filme bilden. Da die Vitamin E-Forschung die Grenzflichenaktivitit 
des Tokopherols bisher nicht beachtet hat, zumal Spreitungsmessungen 
nicht vorlagen, ergeben sich aus den Befunden der vorliegenden Arbeit 
einige neue Gesichtspunkte fiir die Beurteilung der biologischen Eigen- 
schaften des Vitamins E. Bekanntlich sind die Eiweifstrukturen im 
lebenden Organismus hydratisiert, so da die im Modellversuch auf 
Wasseroberflichen beobachteten Filmeigenschaften auch fiir die Film- 


Fe abi sia Sea, 2 Sap ARMED ey FY 


bildung auf Proteinen Geltung haben. Tokopherol und Tokopheryl-acetat 


zeigen hohe Haftfestigkeit auf hydrophilen Oberflachen, weshalb sie auch [- 
mit geeigneten Proteinbezirken feste Assoziationsverbindungen eingehen. | 


Dementsprechend fungieren die Lipoproteide des Serums als Traiger fiir | 
Tokopherol; nach den Angaben von Lewis, Quaife und Page? findet | 
sich Tokopherol in allen Lipoproteid-Fraktionen des Serums, haupt- [ 
sichlich in der «,-Fraktion. In diesem Zusammenhang sei auf die oben | 
mitgeteilte besonders hohe Haftfestigkeit des Tokopheryl-phosphats | 
nochmals-hingewiesen. Falls Tokopheryl-phosphat im Stoffwechsel auf- ~ 
tritt, so ist auf Grund unserer MeSwerte anzunehmen, daB es hinsicht- | 
lich seiner Assoziationsfihigkeit an hydrophilen Grenzflichen alle an- | 
deren Tokopherol-Derivate weit iibertrifft. Wenn Tokopheryl-phosphat | 


8 L. Lewis, M. Quaife u. J. Page, Amer. J. Physiol. 178, 221 [1954]. 
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mit anderen grenzflichenaktiven Fettstoffen um eine EiweiBoberfliche 
konkurriert, so miiBte es bevorzugt angelagert werden. 


Von besonderer biologischer Bedeutung diirfte die Tatsache sein, 
daB Vitamin E und Vitamin A sich in ihren Grenzflicheneigenschaften 
recht iihnlich verhalten. Daraus folgt, da8B im lebenden Organismus beide 
Wirkstoffe nach denselben Grenzflichen streben werden, so da also 
Vitamin E dort bevorzugt lokalisiert sein miiBte, wo sich auch Vitamin A 
befindet. Unsere Versuche zeigen, dai sich die beiden fettléslichen Vit- 
amine E und A in gemischten Filmen gegenseitig zumindest nicht stéren, 
vermutlich sich im Aufbau wohlgeordneter Filme sogar unterstiitzen, und 
daB sie auch ohne weiteres in Mischfilme mit anderen Fettstoffen einge- 
baut werden. Daraus 1a8t sich ein besseres Verstindnis fiir die bereits 
bekannten biologischen Korrelationen zwischen den Vitaminen E 
und A gewinnen. Vitamin E ist sicherlich eines der wesentlichsten bio- 
logischen Antioxydantien; es schiitzt unter anderem auch Vitamin A 
vor autoxydativen Veriinderungen und damit vor dem Verlust seiner 
Wirksamkeit. Die Schonung der Vitamin A-Bestiinde des Organismus 
durch ausreichende Versorgung mit Vitamin E, iiberhaupt der sog. Spar- 
effekt von Tokopherol gegeniiber Carotinoiden, sind durch zahlreiche 
Untersuchungen sichergestellt. Voraussetzung fiir eine derartige Schutz- 
wirkung von Tokopherol gegeniiber Vitamin A ist jedoch, daB sich 
beide Wirkstoffe in geniigender riumlicher Nahe befinden, 
da nur dann der Schutzeffekt des Tokopherols wirksam werden kann. 
Aus den Filmuntersuchungen der vorliegenden Arbeit wird verstindlich, 
da8 Vitamin E sich im lebenden Organismus dort anreichert, wo auch 
Vitamin A zu finden ist. Hiermit stimmt iiberein, daB die gleichen Lipo- 
proteide des Serums, welche Tokopherol transportieren, auch Traiger des 
Vitamins A im Serum sind®. — 

Unsere Grenzflichenmessungen an den fettléslichen Vitaminen A, 
E und K fihren allgemein zu dem SchluB, daB diese Vitamine auf hydro- 
philen Grenzflichen und damit auch auf lebenden Oberflichen 
spontan monomolekulare Filme bilden. Daher miiBten Organe, 
die besonders ausgedehnte Oberflichen oder innere Grenzflichen be- 
sitzen, bevorzugt die fettléslichen Vitamine aufnehmen. Hinweise fiir ein 
solches Verhalten liegen fiir Vitamin A vor, welches zu Grenzflichen- 
organen wie z. B. zur Haut, zu den verschiedensten Schleimhauten und 
zur Netzhaut enge Beziehungen besitzt. Auf Grund dieser Zusammen- 
hinge stellten wir die Frage, ob auBer den bisher bekannten noch weitere 
Grenzflichenorgane mit fettléslichen Vitaminen eng im Stoffwechsel ver- 
kniipft sind. Es war z. B. zu vermuten, daB die Intima der GefaB- 
winde die fettléslichen Vitamine als Grenzflichenfilme binden kann, 
denn einerseits werden z. B. Vitamin E und A, assoziiert an die Serum- 
Proteine (s. 0.), laufend der Intima angeboten, andererseits stellt die 


* J. Oneley u. F. Gurd, Blood Cells and Plasma Proteins 1958, 337, s. 8. 352, 
1. ¢.86 8. R. Ames. 
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Oberfliche der GefaiBwand eine hydratisierte Grenzfliche an der Phasen- 
grenze fest/fliissig dar. Unsere tierexperimentellen Befunde zur Beein- 
flussung des Stoffwechsels der grofen GefiBwinde durch Vitamin A 
und E scheinen dieser Vermutung recht zu geben?!®, 


Zusammenfassung 


«-Tokopherol, «-Tokopheryl-acetat, -benzoat, -palmitat, saures 
Tokopheryl-phosphat sowie Vitamin K, («-Phyllochinon) wurden auf 
angesiuertem Wasser gespreitet und die F/A-Isothermen, das Grenz- 
flichenpotential und die Wasserdampfdurchlassigkeit der gebildeten 
monomolekularen Filme bestimmt. 

Die Messungen ergaben, daB die genannten Verbindungen simtlich 
monomolekulare Filme, jedoch von unterschiedlicher Stabilitaét bilden; 
freies Tokopherol sowie vor allem das saure Tokopheryl-phosphat be- 
sitzen hohes Filmbildungsvermégen. 

Mischfilme von Tokopherol bzw. Tokopheryl-acetat mit Vitamin A, 
Vitamin K,, Palmitinsiure, Octadecyl-acetat und Stearinsiure-athyl- 
ester lassen erkennen, daB Vitamin E in die Grenzflichenfilme anderer 
Fettstoffe leicht eingebaut wird. 

Die biologische Bedeutung der Grenzflicheneigenschaften des Vit- 
amins E wird diskutiert unter Hervorhebung der auffallenden Ahnlichkeit 
im Filmbildungsvermégen der Vitamine E und A. 


Summary 


a-Tocopherol, «-tocopheryl acetate, benzoate and palmitate, acid 
tocopheryl phosphate and vitamin K, («-phylloquinone) were spread on 
acidified water and the F'/A isotherms, the interface potential and the 
water vapour permeability of the resulting monomolecular films deter- 
mined. 

The measurements showed that all the compounds mentioned form 
monomolecular films although of varying stability. Free tocopherol and 
especially acid tocopheryl phosphate possess high film forming capacities. 

Mixed films of tocopherol or tocopherol acetate with vitamin A, 
vitamin K,, palmitic acid, octadecyl acetate and ethyl stearate indicate 
that vitamin E is readily incorporated in the surface films of other fatty 
substances. 

The biological significance of the interfacial properties of vitamin 
E is discussed and the striking similarity between the film forming 
capacities of vitamin A and E is emphasized. 


10 G. Weitzel, H. Schén u. F. Gey, Klin. Wschr. 88, 772 [1955]. 
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Fearons Amidin-Pentacyanoamminoferrat-Reaktion 
in der Papierchromatographie 
Von 
P. H. List 


Aus dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitaét Wiirzburg, Direktor: 
Prof. Dr. R. Dietzel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Oktober 1955) 


W.R. Fearon! ver6ffentlichte 1946 eine Reaktion auf Guanidine, 
Harnstoff und Thioharnstoff, die auf deren Umsetzung mit Pentacyano- 
amminoferrat(III) zu farbigen Produkten beruht. Thioverbindungen, die 
bereits in neutraler Lésung erfaBt werden, geben im alkalischen Milieu 
intensivere Farben; die iibrigen Verbindungen reagieren am besten im 
pu-Bereich von 8 bis 9. Die Bildung dieser farbigen Stoffe kann neben 
anderen Kriterien bequem zur Identifizierung von Thioverbindungen, 
Amidinen und Guanidinderivaten dienen. Nach. Fearon reagieren die- 
jenigen Verbindungen positiv, die entweder eine —S—S— oder eine 
=C=S Bindung (nicht die —SH Gruppe) oder die nicht dissoziierte 
Hydrazin- oder Amidin-Gruppierung enthalten: 


—NH 
| . 
—NH ’ 


Als Reagens dient eine waBrige Lésung von Na,[Fe(CN);NHs] 
(Natriumpentacyanoamminoferrat(II)), die einen Tag lang der Ein- 
wirkung von Licht und Luft ausgesetzt war. Durch diese Vorbehandlung 
bildet das Reagens etwas wirksames Pentacyanoamminoferrat(IITI). In 
dunklen Flaschen aufbewahrt, ist es einige Wochen haltbar. 

Fiir die papierchromatographische Identifizierung obiger Verbin- 
dungen erwies es sich als notwendig, das Reagens etwas abzuandern. 
Da das Papier von der Entwicklung mit Partridge-Gemisch her beim 
Bespriihen noch sauer reagiert, tritt mit dem neutralen Reagens keine 
Farbung auf. Es ist zweckmaBig, mit einer stark alkalischen Lésung des 
Prussoammoniaknatriums zu bespriihen, die aber wegen ihrer geringen 
Haltbarkeit jeweils frisch zu bereiten ist. Beim Trocknen der Chromato- 
gramme an der Luft erscheinen dann allmiahlich die Flecken in den in 
der Tabelle angegebenen Farben. Die Reaktion verliuft schneller, wenn 
dem Reagens eine kleine Menge Wasserstoffperoxydlésung als Oxydans 
zugefiigt wird. Beim vorsichtigen Bespriihen lassen sich Farbiiberginge, 


1 W. R. Fearon, Analyst 71, 562 [1946]. 
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vor allem bei Thioverbindungen, mit steigendem px deutlich erkennen 
und als zusitzliche Kriterien fiir die Ausmittelung der Stoffe gut \er- 
werten. 

In der Tabelle sind die untersuchten Verbindungen, deren gef unc ene 
Ry-Werte, die beim Bespriihen auftretenden Fiirbungen und ihre uniere 
Nachweisgrenze in y aufgefiihrt. Die angegebenen Ry-Werte sind Mit tel- 
werte aus wenigstens 5 Versuchen. 


Farben und Empfindlichkeit 
bei Anwendung der Amidin-pentacyanoferrat-Reaktion im Papierchromatogramm, 





Nachweis- 
Farbreaktion grenze 


< 





rot 
violett-farblos* 
rosa-farblos* 
orangerot 
violett 
Glycocyamin : rot 
Dicyandiamidin $e rosenholz 
“Guanidin . . orange 
Formoguanamin hellgelb 
Harnstoff rosa** 


uve violetter Ring 
Methylisothioharnstoff .. . gelber Hof 


- SSSSaunmamne 


Thioharnstoff 
Dicyandiamid 
Sulfaguanidin 


violetter Ring 
gelber Hof 
purpur 
hell-graubraun 


or 


_— 


anon > 


p-Chlorphenyl-biguanid .. . violett 











* Auf dem vom Reagens gelb gefirbten Papier tritt zunichst die angegebene Firbung auf und 
geht nach 10 bis 30 Min. in einen farblosen, auf dem Chromatogramm wei8 erscheinenden Fleck iiber. 


** Die rosa Firbung des Harnstofffleckes erscheint sofort bei Beginn des Spriihens und ist 
auf kraftig bespriihtem Papier nur noch schwach sichtbar. 


Beschreibung der Versuche 


Papierchromatographie: Papier: Schleicher & Schill 2043 b Mg. 
Lésungsmittel: Partridge-Gemisch (Butanol-Eisessig-Wasser = 4:1:5). Die 
Substanzen wurden in der waBrigen Phase des Lésungsmittelgemisches gelist. 
Entwickelt wurde nach der absteigenden Methode. 

Sprihreagens: Zu 5 ml 20-proz. Natronlauge wurden bei Bedarf 15 ml 
einer 1-proz. Lésung von Natriumpentacyanoamminoferrat(II) und 1 Tropfen konz. 
Wasserstoffperoxydlésung gegeben. Diese Lésung war 24 Stdn. brauchbar. 

Das Natriumpentacyanoamminoferrat(II) kann nach Fearon! oder nach 
Brauer? dargestellt werden. 10 g umkrist. Nitrosoprussidnatrium werden in 40 ml 
konz. Ammoniaklésung geliést und so lange bei 0° aufbewahrt, bis alles Nitroso- 
eisen(III)-cyanid zersetzt ist. Dies ist dann der Fall, wenn einige Tropfen der 
Mischung, zu einer Lésung von Kreatinin in n.-Natriumcarbonat gegeben, keine 


2 G. Brauer, Handbuch der praparativen anorganischen Chemie, Seite 1129. 
Verlag Ferd. Enke, Stuttgart, 1954. 
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Rotfarbung mehr hervorrufen. Die Umsetzung ist nach etwa 24 Stdn. beendet. 
In dieser Zeit hat sich ein Niederschlag von Pentacyanoamminoferrat(II) und -(II1) 
ebildet, der abfiltriert und verworfen wird. : 

Zu der klaren Lésung gibt man so viel absol. Athanol, bis kein weiterer 
Niederschlag mehr entsteht. Die erhaltene Fallung wird filtriert, mit absol. Alkohol 
gewaschen und iiber Schwefelsdure i. Vak. getrocknet. Dunkel und vor Feuchtigkeit 
geschiitzt aufbewahrt, ist das Salz gut haltbar. 

Ermittlung der Nachweisgrenze: 0,1- bzw. 1-proz. Lésungen der unter- 
suchten Stoffe in der waBrigen Phase des Partridge-Gemisches wurden in je 
7 Flecken auf 25 cm breite Bogen Filtrierpapier in steigender Menge (0,001; 0,002; 
0,004 mi usw. bis 0,025 ml) aufgetragen und wie beschrieben entwickelt. Die nach 
dem Bespriihen deutlich gefarbte Menge wurde als untere Grenze der Nachweis- 


barkeit angegeben. 
Fir die Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit danke ich der Firma Ludwig 
Heumann & Co., Nirnberg, verbindlich. 


Zusammenfassung 
Es wird iiber eine Modifikation des von W. R. Fearon beschriebenen 
Reagens auf Guanidine, Harnstoff und Thioharnstoff berichtet, die 
sich als Spriihreagens in der Papierchromatographie genannter und ahn- 
licher Verbindungen gut eignet. 


Summary 


Information is presented concerning a modification of the reagent 
for guanidine, urea and thiourea described by W. R. Fearon. The 
modified reagent is very suitable as spray reagent in the paper chromato- 


graphy of the compounds mentioned and of similar compounds. 
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Oxydationsfermente aus Schimmelpilzen und Hefen 


I. Uber die Glykolico-Dehydrase der Schimmelpilze 
Von 


Wilhelm Franke und Inge Sehulz 
(unter Mitarbeit von Werner de Boer) 


Aus dem Institut fiir Girungswissenschaft und Enzymchemie der Universitit Kéln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. September 1955) 


DaB Schimmelpilze (insbesondere Aspergillaceen*) und_holz- 
zerstorende Basidiomyceten (Merulius- und Fomes-Arten®) Glykolsiure 
iiber Glyoxylsiure in Oxalsiure iiberzufiihren vermégen, ist in der Li- 
teratur wiederholt angegeben und bis in die neueste Zeit als ein mig. 
licher und wahrscheinlicher Weg der Oxalsiiurebildung aus Essigsiiure 
bzw. Zucker gehalten worden? *. Daf} die C,-Monocarbonsiiuren aber 


nicht obligate Vorliufer der Oxalsiiure darstellten, belegten andere | 


Beobachtungen an Schimmelpilzen, wonach Oxalsiurebildung aus Gly- 
kolsiure vermiBt wurde unter Bedingungen, unter denen sie aus Zucker, 
Essigsiiure und anderen Stoffen reichlich erfolgte**. Als Hauptweg der 
Oxalsiurebildung in Aspergillaceen gilt heute die Spaltung der Oxal- 
essigsiure ® ® 7 (und evtl. Oxalbernsteinsiiure® ’); doch bestehen im ein- 


zelnen immer noch Unklarheiten, und Nebenwege stehen nach wie. vor | 


zur Diskussion®®. Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammen- 


hang der neuerdings auch in Schimmelpilzen (Aspergillus-, Peni- ~ 
cillium- und Rhizopus-Arten) erfolgte Nachweis einer ,,Isocitrico-des- | 
molase“‘, die Isocitronensiure in Bernsteinsiure + Glyoxylsiure spaltet®™. [7 


1 F.Challenger, V.Subramaniam u. T.K.Walker, J. chem. Soe. : 
[London] 1927, 200; T.K.Walker, V.Subramaniam u. F. Challenger. 77 
J. chem. Soc. [London] 1927, 3054; K. Bernhauer u. F. Slanina, Biochem. Z. | 


274, 97 [1934]. 
2 F. F. Nord u. J.C. Vitucci, Arch. Biochemistry 14, 229 [1947]; Advances 


in Enzymol. 8, 253 [1948]. V. M. Smith, Arch. Biochemistry 22, 275 [1949]. 
3 'T. K. Walker, Advances in Enzymol. 9, 537 [1949]; J. W. Foster, Cheni- 
cal activities of fungi, 8. 340f. (New York 1949). 


4H. Raistrick u. A. B. Clark, Biochem. J. 18, 329 [1919]; K. Bernhauer > 
58, 11 [1932]; T. A. Bennet-Clark u. C.J. § 


u. 
La Touche, New Phytologist 34, 211 [1935]; A. Allsopp, New Phytologist 36. | 


Z. Scheuer, Biochem. Z. 2 


327 [1937]. 
5 F. Lynen u. F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 560, 149 [1948]. 
5 K. F. Lewis u. S. Weinhouse, J. Amer. chem. Soc. 78, 2906 [1951]. | 
7 R. A. Bomstein u. M. J. Johnson, J. biol. Chemistry 198, 143 [1952}. 
8 D. Perlman, Amer. J. Botany 37, 237 [1950]. 
sa J. A. Olson, Nature [London] 174, 696 [1954]. 
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Uber die enzymatische Seite einer direkten Oxydation von 
(,-Monocarbonsauren in Pilzen ist so gut wie nichts bekannt. Wir stieBen 
lediglich auf eine (uns im Original nicht zugiingliche) japanische Arbeit 
von Ogura und Nagahisa®, nach der in Asp. oryzae eine keines Co- 
ferments bediirfende Glykolico-Dehydrase vorkommen solle. Im 
Zusammenhang mit unseren Untersuchungen iiber die Glykolico- 
Dehydrase der héheren griinen Pflanzen!®!! schien es naheliegend, 
Verbreitung und Eigenschaften des Schimmelpilzferments naher zu un- 
tersuchen. Wir beobachteten dabei, daB sich das letztere in mehrfacher 
Hinsicht (z. B. im Verhalten gegen Sauerstoff, in der Acceptor- und rela- 
tiven Donatorspezifitat) betrichtlich vom Griinpflanzenferment un- 
terschied. 

Methodik 
I. Pilzmaterial 


Zur Verwendung gelangten folgende Schimmelpilze bekannter Herkunft 
(in Klammern die Kulturnummer der Institutssammlung), die im allgemeinen 
auf Wiirzeagar fortgeziichtet und fiir die Enzymversuche auf Czapek-Dox- 
Lésung mit variierter C-Quelle kultiviert wurden: 


Phycomyceten Ascomyceten Fungi imperfecti 
Rhiz. nigricans (509) Asp. niger (323) Fus. sambucinum (672) 
Asp. fumigatus (339) Fus. niveum (666) 
Asp. oryzae (336) Alternaria tenuis (626) 
Pen. glaucum (410) Trichoderma koningi (600) 
Pen. chrysogenum (415) 


Kinige weitere Arten, die wegen ihres schlechten Wachstums auf glucose- 
haltiger Czapek-Dox-Lésung nicht weiter untersucht wurden, sind nicht an- 
gefiihrt. 

Die groBe Mehrzahl der spiteren Enzymversuche wurde mit Asp. fumigatus 
durchgefiihrt. 


II. Pilzziichtung und Enzymgewinnung 


Grundnihrmedium war eine Czapek-Dox-Lésung, im Liter 2g NaNOg, 
1g KH,PO,, 0,5 g MgSO,-7 H,0, 0,5 g KCl, 0,25 g FeSO,-7 H,O und 50 g Glucose 
(rein oder technisch) enthaltend, welch letztere haufig teilweise durch C-aquivalente 
Mengen (neutralisierter) Milchsiure oder Glykolsiure ersetzt wurde; zur Ver- 
besserung des Wachstums wurden pro / meist noch 50 mi 10-proz. Malzextrakt- 
lésung zugesetzt. (Fiir die Kultur des Natriumnitrat schlecht verwertenden Rhiz. 
nigricans wurde dieses durch die N-aquivalente Menge Ammoniumsulfat ersetzt.) 

Vorkulturen wurden in 300-ml-Erlenmeyerkolben auf 50—75 ml Nahrlésung 
angesetzt und 5—7 Tage bei 28° inkubiert, um gute Sporulation zu erreichen. 
Das Mycel wurde steril im Porzellanmérser verrieben, der Brei im allgemeinen zu 
2%1 der gleichen Nahrlésung gegeben und in Petrischalen in etwa 1 cm Héhe 
ausgegossen. Nach 2—3tiagiger Bebriitung bei 28° wurden die Myceldecken iiber 
Nacht auf Leitungswasser gesetzt, am folgenden Morgen gewaschen und mit der 
Handpresse ausgepreBt. 


* Y. Ogura u. M. Nagahisa, Botan. Magaz. (Tokyo) 51, 597 [1939]; zitiert 
nach H. Tamiya, Advances in Enzymol. 2, 183 [1942]. 

'0 W. Franke u. I. Schulz, Liebigs Ann. Chem. 578, 147 [1952]. 

 W. Franke, I. Schulz u. W. de Boer, diese Z. 308, 70 [1955]. 
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In einigen wenigen Fallen wurden Submers-Ziichtungen in Kluyver- 
Kolben (Schott u. Gen., Jena) durchgefiihrt, wobei sterile Luft entweder miitels 
eines Aquariendurchliifters durchgepreBt oder mittels der Wasserstrahlpumpe 
durchgesaugt wurde. 

Zur Herstellung von Enzymlésungen wurde das PreBmycel (meist 30— 50 g) 
mit der Schere zerkleinert, mit der gleichen Gewichtsmenge Quarzsand und der 
doppelten Menge dest. Wasser oder m/15-Phosphatpuffer (pH 7,5) 15 Min. im 
Kalteraum (5°) verrieben und die Suspension 15 Min. bei 4000 U/Min. zentrifugiert. 
Die resultierenden, meist gelblich-weif8 getriibten Enzymlésungen wurden wegen 
ihrer oft geringen Bestandigkeit bei 0° aufbewahrt und die Versuche mit ihnen am 
Herstellungstage zu Ende gefiihrt. Trockengewichtsbestimmungen erfolgten bei 
105° nach 48stdg. Dialyse gegen Leitungswasser. 

Phosphatextrakte waren im Durchschnitt um die Halfte wirksamer als 
Wasserextrakte. 

III. Substrate und Cofermente 

AuBer den in der nachfolgenden Untersuchung iiber das Griinpflanzen- 
enzym!! verwendeten Praparaten von Glykolsaiure, pLt-Milchsaure und p(—)- 
Milchséure kam noch Glyoxylsaure in Form des Natriumsalzes zur Ver. 
wendung, das wir aus Weinsaéure durch Perjodsiureoxydation herstellten!?. Zu 
den letzten Ziichtungsversuchen (S. 49f.) wurde techn. 36-proz. Glyoxylsiure- 
lésung der Fa. Schuchardt, Miinchen, (etwa 12% NaCl enthaltend) verwendet. 

Von den in Aktivierungsversuchen gepriiften Cofermenten stammten 
Riboflavin-phosphat (Flavin-mononucleotid FMN), Flavin-adenin-di- 


nucleotid (FAD, 15-proz.) und Triphospho-pyridinnucleotid (TPN, 4 
6-proz.) von der Sigma Chemical Comp., St. Louis, Diphospho-pyridin- © 
nucleotid (DPN, 75-proz.) von C. F. Boehringer & Séhne, Mannheim. Von der / 


letzgenannten- Herstellerfirma war auch das verwendete Cytochrom ec. 


IV. Aktivitatsbestimmungen 


wurden aerob nach der Warburg -Methodik in Luft oder anaerob nach der Thun- ; 
berg-Methodik bei 30° durchgefiihrt. Der ,,Normalansatz‘ war im allgemeinen: | 


0,3—3,0 ml Enzymlésung, 

1,0 ml m/10-Natriumglykolat oder -glyoxylat oder m/5-pL-Natriumlactat, 
1,0 ml m/5-Phosphatpuffer (px 7), 

Wasser auf 5,0 ml Gesamtvolumen; 


Thunberg-Ansatze enthielten meist im gleichen Volumen 1 ml m/1000-Farbstoff d 


(bei drohender Volumiiberschreitung im Puffer gelést). 


Einige Acceptorversuche wurden auch mit Chinon, mit Tetrazolium- | 


salzen (Tetrazol-, Tetrazolblau- und Tetrazolpurpur-Bayer) oder mit Kalium- 
eisen(III)-cyanid — gleichfalls zur Sicherheit im Vakuum!* — durchgefiihrt. 


Im ersteren Falle (Gesamtkonz. des Chinons m/100) wurde wie friiher?® beim | 


Griinpflanzenenzym beschrieben verfahren. 

Die Tetrazoliumsalz-Konzentration betrug 0,1%, je nach Molekulargewicht 
etwa m/350 bzw. m/700 entsprechend. Substrat- und substratfreie Kontroll-Ansatze 
wurden zu verschiedenen Zeiten nach Kun und Abood" durch Zusatz von 10 ml 
Aceton abgebrochen und in den klaren zentrifugierten Lésungen das gebildete 
Formazan photometrisch bestimmt (Filter 495 my beim Triphenyltetrazolium- 
chlorid, Filter 510 my bei den beiden Ditetrazoliumverbindungen). Die Farbstoff- 


konzentration wurde an Hand einer mit gleicher Methodik aufgestellten Eichkurve ( 


(0,02—0,32 mg) ermittelt. 


12 —. E. Metzler, J. Olivard u. E. E. Snell, J. Amer. chem. Soc. 76, 644 F 


[1954]. 
13 Vgl. W. Franke in Hoppe-Seyler, Thierfelder, Handb. d. physio- 
logisch- u. pathologisch-chemischen Analyse, Bd. II, 311 (Springer-Verlag, Berlin, 
Géttingen, Heidelberg 1955). 

14 FE. Kun u. L. G. Abood, Science [New York] 109, 144 [1949]. 
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Die Eisen(III)-cyanid-Ansatze erhielten Zusatz von 1—2 ml m/10-K,[Fe(CN), ]- 
Lésung, einer Gesamtkonzentration von m/50—m/25 entsprechend. Nach verschie- 
denen Inkubationszeiten wurden zu je einem Ansatz 1 Tropfen 2-n.H,SO,, 5 ml 
m/5-KJ-Lésung und 3 ml 10-proz. ZnSO,-Lésung zugefiigt und das verbliebene 
Eisen(I1I)-cyanid durch Titration mit n/100-Na.S,0, ermittelt. 

is AktivitaétsmaB diente in aeroben Versuchen wie in der nachfolgenden 
Untersuchung am Griinpflanzenferment™ die um die Eigenatmung der Enzym- 
lésungen korrigierte AtmungsgréBe Qo,— qo,. Die anaerobe Aktivitat in Farb- 
stoffversuchen wurde ebenso primar in Form der ,,spezifischen Dehydrierungs- 
intensitat“’ I, = J/mg Enzymtrockengewicht — entsprechend dem bekannten 
Thunbergschen Ausdruck — erfaBt und bisweilen zu Vergleichszwecken durch 
Multiplikation mit 6,72 noch in die korrigierte anaerobe AtmungsgréBe (Qo, — o,)an 
umgerechnet #4, 


V. Reaktionsprodukte 


Uber die (nur in einigen Fallen durchgefiihrte) Bestimmung von G1 yoxy!|- 
siure und Oxalsadure w.rd im Versuchsteil (S. 51/52) berichtet. 


Versuchsergebnisse 


1. Das Verhaltnis von aerober und anaerober Aktivitit in 
Extrakten aus Glucose-Mycel’ 


Wir stellten zunachst in Analogie zu den Versuchen am Griinpflan- 
zenferment!! einige orientierende Warburg-Versuche an Extrakten 
verschiedener Schimmelpilze an. Das Ergebnis der Versuche, fiir die in 
Abb. 1 und 2 zwei ausfiihrliche Belege gegeben werden, war enttiuschend : 
die Sauerstoff-Aufnahme der Mycelextrakte wurde durch Glykolsiure- 
Zusatz haufig nur geringfiigig und oft recht unregelmaBig gesteigert. 
Kin besseres Resultat wurde erhalten, als nach der Thunberg- Metho- 
dik mit 2.6-Dichlorphenol-indophenol als Acceptor gearbeitet wurde: 
hier zeigte sich, daB die Glykolico-Dehydrase-Aktivitat der Schimmelpilz- 
Extrakte wenigstens in der GréBenordnung an die der Angiospermen- 
Extrakte heranreichte. 

Uber diese Versuche war bereits vor 21/, Jahren in einer kurzen Mitteilung 
(Vortragsauszug) berichtet worden! ®. Spater hat Cheng?*> bei einer Untersuchung 
iiber die terminalen Atmungsfermente von Neurospora tetrasperma ahnliche Be- 
obachtungen gemacht. 

In Tab. 1 sind in der beim Griinpflanzenferment! bereits ange- 
wandten Darstellungsweise fiir acht Schimmelpilze die bei drei abge- 
stuften Enzymkonzentrationen ermittelten Sauerstoff-Aufnahmen mit 
und ohne Substrat (in ,,Normalansitzen‘), die daraus berechneten 
(Qo,—qo,)-Werte und schlieBlich die Mittelwerte der aeroben Aktivi- 


18 Wir bezeichnen so kurz Mycel, das auf ausschlieBlich Glucose enthaltender 
Czapek-Dox-Nahrlésung geziichtet worden ist, wihrend als Milchsaure- bzw. 
Glykolsiure-Mycel spater Material aus Nahrlésungen bezeichnet wird, in 
denen der griéBere Teil der Glucose (u. U. die gesamte) durch C-aquivalente Mengen 
Milchsiure bzw. Glykolsaure ersetzt worden war. 

6a) W. Franke, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektionskrankh. Hyg., 
I. Abt. 160, 194 [1953]; b) S. Cheng, Plant Physiol. 29, 458 [1954]. 
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tat verzeichnet, wihrend Tab. 2 entsprechende Angaben fiir die an. 
aerobe Aktivitait der gleichen Enzymlésungen (mit Tillmans- Rea. 
gens) bringt. 

Man erkennt beim ersten Blick die sehr groBen Schwankungen der experimen. 
tell ermittelten (Qo,—qo,)-Werte um den Mittelwert, die weit tiber das beim 
Griinpflanzenferment beobachtete Mai hinausgehen und bisweilen 100% und mehr 
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Abb. 1. Sauerstoff-Aufnahme in 
,,Normalansatzen“ mit Glykolat und 
Extrakten aus Glucose-Mycei von 
Rhiz. nigricans (a) und Asp. fumi- 

gatus (b). 
I, II, I1f Ansatze mit resp. 1, 2 und 
3 ml Enzymlésung. Ia, Ila, IIa ent. 
sprechende substratfreie Ansiitze 
Trockengewichte: 8,5 mg/ml ( Rhiz.) 
bzw. 8,9 mg/ml (Asp.). 



































ausmachen. Hier wird also allenfalls noch die GréBenordnung richtig erfaft, 
Zweifellos ist das Verfahren einer bloBen Differenzbildung Qo,— go, bei den hohen 
Leeratmungen der Extrakte nicht ohne weiteres zulassig. 


Weit giinstiger und ahnlich wie bei den Versuchen mit Griinpflanzenextrakten | 
liegen die Verhaltnisse im Fall der Farbstoffversuche. Trotzdem ergaben sich auch 7 
hier bisweilen Schwierigkeiten durch hohe Leerreduktion der Extrakte. So lieBen ~ 
sich zwei Versuchsreihen mit Alternaria tenuis und Trichoderma koningi nicht aus- 
werten, da die Leerentfarbungszeiten der Extrakte hier so kurz waren, daf ein | 


Donatoreffekt nicht sicher festzustellen war. Die Frage, ob das Enzym hier fehlte 


oder eben aus einem methodisch bedingten Grunde nicht nachgewiesen werden [7 
konnte, muBte offen gelassen werden; doch sprach ein spiterer an Milchsaure- |~ 
Mycel von Alt. tenuis ausgefiihrter Versuch (in dem an sich gesteigerte Glykolico- [~ 


Tab. 1. Aerobe Glykolico-Dehydrase-Aktivitat verschiedener Mycelextrakte. 





plO, pro Stde. 
(mit/ohne Substr.) Qo, — 0, Qo, — 90 


1ml | 2ml 3 ml 2 ml 


Pilz 


trockengew. 


ws 
5 
~ 





Rhiz. nigricans 61/45 }110/67| 160/90 


Asp. niger 55/30 | 77/45} 121/76 
Asp. fumigatus 55/42 | 81/64] 149/116 
Asp. oryzae 22/13 | 53/44] 116/85 
Pen. glaucum 32/8 | 40/16) 77/44 
Pen. chrysogenum} 17/16 | 57/55 95/91 


Fus. sambucinum 31/17 | 42/15 86/53 
Fus. niveum 36/22 | 50/41 73/55 
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Dehydrase-Aktivitét zu erwarten war, S. 38) dafiir, daB das Enzym in diesem 
Pilz tatsichlich fehlte, da die Ergebnisse durchaus den mit Glucose-Mycel er- 
haltenen ahnelten. 


Tab. 2, Anaerobe Glykolico-Dehydrase-Aktivitat (Tillmans-Reagens) 
verschiedener Mycelextrakte. 





t/t) (Min.) ft. 
Pilz (Qo, — 90,)an 
Iml | 2m | 3ml | 1 ml 


Enzym- 
trockengew. 
mg/ml 





Rhiz. 
> nigricans 11/44 |4,5/13 | 2/6 | 0,80 


20/245 | 4/31 1,0 


22/81 | 8/23 0,37 
16/131 | 7/29 0,62 


25/300} 5/9 0,86 | 1,0 


3,9 | 122/179 | 37/49 | 23/44] 0,07] 0,09 


' Fus. sam- 
> lucinum 4,7 37/253 | 9/52] 5/9 0,49 | 0,98) 0,66] 0,71 
is. niveum| 6,6 21/112 | 12/40 |5,5/20| 0,597] 0,44 | 0,67] 0,56 















































rfabt. Tab. 3 zeigt nochmals die Mittelwerte fiir aerobe und anaerobe En- 
hohen zymaktivitaét und in der letzten Spalte die Quotienten beider Werte. 
akten [ Tab. 3. Verhaltnis von aerober und anaerober Enzymaktivitat 
auch in den untersuchten Extrakten. 
lieBen | 
t aus: | ats 
B ein F Pilz Qo,—90, | (Qo,— 90,)an| —20— 20 
fehlte § (Qo,— 90.)an 
erden | Seitos 
dure Rhiz. nigricans 2,5 0,38 
cOlico- 5 Asp. niger 4,1 0,29 

é Asp. fumigatus 1,2 0,41 
te. 3 Asp. oryzae... 1,0 0,24 

: Pen. glaucum . . 3,6 0,57 

Z Pen. chrysogenum 0,28 0,38 
— 90. Fus. sambucinum 2,7 0,56 
ttel oe Fus. niveum. . . 1,2 0,32 
—_ Mittel: 0,39 
on Tab. 3 liBt erkennen, daB die aerobe Aktivitat in jedem Falle der 
7 anaeroben unterlegen ist und daB das Aktivititsverhaltnis aerob/an- 
10 aerob bei den acht untersuchten Schimmelpilzen zwischen den Grenzen 
36 0,24 und 0,57 um einen Mittelwert von 0,39 variiert. Das Ergebnis dieser 
0,28 orientierenden Versuche mit relativ wenig aktivem Enzym (die spiter 
27 durch solche mit wesentlich aktiverem Material erginzt wurden, vgl. 
1,2 8.40) war also, daB das Schimmelpilzferment generell eine erheblich 


3* 





36 Wilhelm Franke und Inge Schulz, Bd. 303 (1956) 
schlechtere ,,Oxydase“ als ,,Dehydrase“‘ darstellte, ganz im Gegen. 
satz zum Griinpflanzenferment ™. 

Die Vernaltnisse erinnern etwas an die bei der Glucose-Dehydrasz ver. 
schiedener Herkunft friiher beobachteten: wahrend die sog. Glucose-Oxydase 
D. Millers}? aus Asp. niger und Pen. glaucum spater als Aerodehydrase (von 
Flavinproteidnatur!*) mit relativer, auf Acceptoren héheren Potentials beschrinkter 
Acceptorspezifitat erkannt wurde1®, erwies sich das Leberferment Harrisons” 
als typische Anaerodehydrase (von Pyridinproteidnatur*'). Nach spiteren 
Angaben von Ogura*® kommt in Asp. oryzae ebenfalls eine Glucose-Anaero. 
dehydrase vor, die aber offenbar kein Pyridinproteid ist. Auch bei der tierischen 
Xanthin-Dehydrase wechselt das Verhalten gegeniiber Sauerstoff mit der 
Herkunft des Enzyms** (vgl. auch |. c.*). 

Die geringe ,,oxydatische“ Aktivitét des Schimmelpilzferments 
wurde durch verbesserte Sauerstoffversorgung wahrend der Mycelziich- 
tung nicht nur nicht erhéht, sondern verringert. Dies ging aus einem [ 
Parallelversuch von dreitagiger Dauer hervor, bei dem Asp. fumigatus [ 
das einemal in Petrischalen, das anderemal in Kluyver-Kolben mit 
steriler Dauerdurchliiftung auf der iiblichen Nahrlésung geziichtet wurde. 


Tab. 4. Aktivitatsvergleich der Extrakte aus Oberflichen- und Submersmycel 
von Asp. fumigatus. 


a) Aerobe Aktivitat 





pl O, pro Stde. Q0,—@o, 


Ziichtungsart (mit/ohne Substr.) 


Enzym 
trockengew. 
mg/ml 


0,5ml | 1 ml | 2 ml 0,5 ml| 1 ml 





Oberflachen- 
mycel . 
Submersmycel 


i 
© 


31/22| 55/42 | 81/64 | 2,0] 1,5 
36/42| 42/48 | 121/125 |~O |~o 











= 
o 


b) Anaerobe Aktivitat 





t/t) (Min.) Io 
Ziichtungsart (Mit 
0,5mi| 1 ml | 2 ml |0,5ml| 1 ml | 2 ml tel) 


Enzym 
trockengew. 
mg/ml 





Oberflachen- 
mycel . . 52/300] 22/81 | 8/23} 0,44 | 0,38 | 0,46 | 0,43 


Submersmycel 37/65 | 16/24 |4,5/6 | 0,32 | 0,28 | 0,33 | 0,31 

















17 D, Miller, Biochem. Z. 199, 136 [1928]; 205, 111 [1929]; 218, 211 [1929); J 
232, 423 [1931]; Ergebn. Enzymforsch. 5, 259 [1936]. 

18 W. Franke u. M. Deffner, Liebigs Ann. Chem. 541, 117 [1939]. 

19 W. Franke u. F. Lorenz, Liebigs Ann. Chem. 582, 1 [1937]. 

20 D.C. Harrison, Biochem. J. 25, 1016 [1931]; 26, 1295 [1932]; 27, 38 
[1933]; Ergebn. Enzymforsch. 4, 297 [1935]. 

21 N, Das, diese Z. 288, 269 [1936]; T. H. Quibell, diese Z. 251, 102 [1938} 

2 Y. Ogura, Acta phytochim. [Tokyo] 11, 127 [1939]. 

23 D. A. Richert u. W. W. Westerfeld, Proc. Soc. exp. Biol. Med. %, 
252 [1951]; Ch. Remy, D. A. Richert u. W. W. Westerfeld, J. biol. Chemistry 


198, 649 [1951]. 
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Aus Tab. 4 l4Bt sich die iiberraschende Tatsache entnehmen, daB eine 
aerobe Aktivitaét des Submersmycels im Gegensatz zum Oberflichen- 
mycel nicht mit Sicherheit feststellbar war, wihrend die anaerobe 
Aktivititt des Submersmycels nur unbedeutend unter derjenigen des 
Deckenmycels lag. (Vgl. ahnliche Befunde an M_Ichsiure-Mycel] 8. 40.) 

Wegen der geringen und offenbar schlecht reproduzierbaren aeroben 
Aktivitiit der Schimmelpilzextrakte beschrinkten wir uns bei den wei- 
teren Untersuchungen fast durchweg auf anaerobe Versuche (meist mit 
Tillmans-Reagens als Acceptor). Da der Berechnungsmodus aus den 
vorausgegangenen Beispielen klar geworden sein diirfte, verzichten wir 
mmeist auf die Angabe der beobachteten Entfirbungszeiten und begnii- 
gen uns im folgenden haufig mit der Mitteilung von J,-Werten. 


2. Abhangigkeit der Enzymaktivitat 
von der Zusammensetzung der Nahrlésung, im besonderen 
von der C-Quelle, bei Asp. fumigatus 


Versuche, durch Variation der zuckerhaltigen Czapek-Dox- Lé- 
sung bei Asp. fumigatus, mit dem die grofe Mehrzahl der folgenden Ver- 
suche ausgefiihrt wurde, zu aktiveren Enzymlésungen zu gelangen, blie- 
ben ohne gréBeren Erfolg, so daB sich die Wiedergabe experimenteller 
Einzelheiten eriibrigt. 

Glucose lieB sich durch Saccharose (auch in Form von Melasse) oder 
Maltose (als Malzextrakt) ersetzen, ohne daB die -Werte der Extrakte in weiterem 
Bereich als zwischen 0,25 und 0,50 variierten**. Sowoh] Glucose- als auch Natrium- 
nitrat-Gehalt der Original-Czapek-Dox-Lésung (5% bzw. 0,2°%) erwiesen sich 
als optimal, wie Versuche mit Glucose-Konzentrationen zwischen 2,5 und 15%, und 
Natriumnitrat-Konzentrationen zwischen 0,02 und 0,4% ergaben. Ersatz des 
Nitrats durch stickstoff-aquivalente Mengen Ammoniumsulfat, Asparagin 
oder Pepton hatte keine starkeren Anderungen der J)-Werte zur Folge als die 
Variation der Zucker; Pepton schien innerhalb der angegebenen Grenzen am wirk- 
samsten zu sein. Auch der Zusatz von Spurenelementen (CuSO,, ZnSO, und 
MnSO,, jeweils 5 mg/l Nahrlésung) steigerte die Mycelaktivitaét nicht. 

Dagegen erhielten wir wesentlich aktivere Extrakte, als wir die 
Glucose der Nahrlésung schrittweise und schlieBlich vollstiindig durch 
(neutralisierte) Milchsaure (Genu8-Milchsiure der Fa. Boehringer, 
Ingelheim) ersetzten. Noch wirksamer als Milchsiure erwies sich Glykol- 
siure, durch die sich Glucose allerdings nicht vollstindig ersetzen lieB, 
da Glykolat als einzige C-Quelle der Nahrlésung ein nur sehr diirftiges 
Mycelwachstum lieferte. 

Wurde Glucose vollstandig durch pt-Milchsaure ersetzt, so ging die Mycel- 
ausbeute nach 3tag. Inkubation auf rund die Halfte zuriick, wahrend ein Ersatz 
der Glucose durch Glykolsaéure zu 2/, (unter Beachtung der C-Aquivalenz)®> das 
Mycelwachstum auf etwa 1/, reduzierte. 


4 Auffallend und unerklarlich war, daB einzelne Sorten von technischer 
Glucose (Starkezucker) zwar gutes Mycelwachstum ermdglichten, jedoch 
praktisch inaktive Extrakte lieferten. 

°5 Da Glykolsiure nur 31,5% C (gegen 40,0% C in Glucose und Milchsaure) 
ag waren die Glucose ersetzenden Gewichtsmengen an Glykolsiure 1,27 mal 
groBer. 
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Abb. 2 zeigt den EinfluB des Milchsiure- bzw. Glykolsiure/Glucose. 
Verhaltnisses der Nahrlésung auf die Aktivitét der erhaltenen Mycel. 
extrakte. Wahrend reine Milchsiiure um eine Gré8enordnung aktiveres 
Enzym liefert als reine Glucose, wird bei einem Glykolsiure/Glucose. 
Verhaltnis von 2:1 sogar ein um zwei Gréfenordnungen wirksameres 
Enzym erhalten. Die Bildung der Glykolico-Dehydrase im Schimmel. 
pilz ist also weitgehend adaptiver Natur®®. Dabei spielt die Wah! des 
zur Aktivitatsmessung benutzten Substrats — Glykol- oder Milchsiiure 
— nach spiteren Versuchen (S. 40) keine Rolle; das Verhiltnis der Ak. 
tivitaten gegeniiber Milchsiure und Glykolsiure ist von der Zusammen.- 
setzung der Nahrlésung weitgehend unabhingig. 


I 
t 


25 + 











eee “ea 











Slykolséure — 


Abb. 2. Abhangigkeit der Enzymaktivi- 
tat in Mycelextrakten vom Milchsaure 
Glucose- bzw. Glykolsiure/Glucose-Ver- 
haltnis der Nahrlésung. Grund-Nahr- 
lésung nach Czapek-Dox; Ziichtungs- 
dauer 3 Tage; Aktivitatsmessung in Nor- 
malansaitzen mit Glykolat. 
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Da reine Milchsiure im Gegensatz zu reiner Glykolsiure in unbegrenzter | 
Menge zu niedrigem Preise zuganglich war und die Mycelausbeute auf milchsaure. 7 
haltigen Nahrlésungen etwa doppelt so groB war wie auf glykolsaurehaltigen Ke 
(Hydroxysaure/Glucose = 2:1), wurde trotz der offenkundigen Uberlegenheit der | 


© 


Glykolséure als C-Quelle doch in der tiberwiegenden Mehrzah] der folgenden Ver. | 
suche mit milchsdiurehaltigen Nahrlésungen gearbeitet, und zwar in allgemeinen | 
bei einem Milchséure/Glucose-Verhaltnis von 2:1; wir sprechen in diesem Falle | 
kurz von Milchsaiure-Mycel. : 


3. EinfluB der Ziichtungsdauer 
auf die Enzymaktivitait bei Asp. fumigatus 
Nach friiheren Erfahrungen?’ ist junges Pilzmycel wesentlich reicher | 
an Oxydationsfermenten als alteres; andererseits nimmt das Mycel-| 
gewicht zwischen 2. und 4.—6. Tage unter unseren Ziichtungsbedin- 
gungen noch etwa um die Hilfte zu, so da aus 6konomischen Griinden 


26 H. Karstrém, Ergebn. Enzymforsch. 7, 350 [1938]. 
27 W. Franke, E. M. Taha u. L. Krieg, Arch. Mikrobiol, 17, 255 [1952]; 


dort weitere Literatur. 
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die Inkubationszeiten nicht unn6étig kurz gewahlt werden sollten. Wir 
haben daher sowohl fiir Czapek-Dox-Lésung mit 5% Glucose als auch 
fiir solche mit 5% Milchsaiure den Einflu8 der Ziichtungsdauer auf die 
Extraktaktivitat festgestellt und fiir die beiden Nahrlésungen bemer- 
kenswerte Unterschiede im Gang der Aktivitat gefunden (Abb. 3). Wah- 
rend die schwache Aktivitit des Glucose-Mycels sich bis zum 6. Tage 
fast unveriandert hielt, um dann langsam abzusinken, fiel die urspriing- 
lich hohe Aktivitaét des Milchsiure-Mycels zwischen 2. und 6. Tage kon- 
tinuierlich auf Null ab. In Anbetracht dieser Labilitét der Wirksamkeit 
von Milchsiure-Mycel wurde kiinftighin nach Méglichkeit mit 2, héch- 
stens 3 Tage altem Mycel gearbeitet. 











Abb. 3. Abhangigkeit der Mycelaktivitat 

von der Ziichtungsdauer bei Asp. fumi- 

gatus. Grund-Nahrlésung nach Czapek- 

Dox mit 5% Glucose bzw. Milchsaure. 

Aktivitatsmessung in Normalansatzen 
mit Glykolat. 




















4. Nachpriifung des Verhiltnisses 
von aerober und anaerober Aktivitat 
in aktiveren Extrakten aus Milchsiure-Mycel 


Da die friiher (S. 34/35) zur Frage des Aktivitatsverhaltnisses ausge- 
fihrten Versuche durch hohe Eigenatmung und Leerreduktion der wenig 
aktiven Enzymlésungen kompliziert worden und dadurch unsicher ge- 
wesen waren, wurden nunmehr einige Versuchsreihen — und zwar mit 
Rhiz. nigricans, Asp. fumigatus und Pen. glaucum — unter Verwendung 
des aktiveren Milchsiure-Mycels (Milchsiure/Glucose = 2 : 1) wieder- 
holt. Tab. 5 enthalt zusammengezogen — in der Darstellungsweise der 
Tabb. 1—3 — das Ergebnis dieser Versuche. 

Die Tab. 5 zeigt, daB bei Verwendung aktiveren Enzyms und ent- 
sprechend zuverlissigeren Werten fiir aerobe und anaerobe Aktivitiat 
sich das Aktivititsverhiltnis noch mehr zugunsten der letzteren ver- 
schiebt, derart, daB ,,oxydatische“‘ und ,,dehydrierende“ Wirksamkeit 
der Extrakte nunmehr im Verhiltnis 1 : 5 stehen (gegen friiher 1 : 2,6). 
Damit vertieft sich noch der friiher bereits festgestellte Unterschied 
gegeniiber dem Griinpflanzenferment (dort entsprechendes Aktivitiits- 
verhiltnis 1 : 0,4). 
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Tab. 5. Verhaltnis von aerober und anaerober Enzymaktivitaét in Extrakten aus 
Milchsaiure-Mycel. 


a) Aerobe Aktivitat 





pl O, pro Stde. 
(mit/ohne Substr.) 


1 ml | 2 ml | 3 ml 


66/45 
150/61 
145/91 


Qo,— 90, Qo.—4o, 


Pilz 


Enzym- 
trockengew. 
mg/ml 


1ml | 2ml | 3mi | (Mitel) 





2,4 
4,8 
4,0 


4,6 
4,9 
4,1 


3,8 
4,6 
4,3 


121/60 
248/110 
206/123 


4,5 
4,0 
4,7 


a 
~ 


55/35 
99/61 
102/70 


b) Anaerobe Aktivitat 


Rhiz. nigric. 
Asp. fumigat. 
Pen. glaucum 


SS 
ne 











= 
oo 





t/t) (Min.) 
Pilz 


Enzym- 
trockengew. 


1 ml | 2 ml | 8m 


1 | smi 





3,4 
5,7 
2,3 


8/193 | 3/30 | 2/18 
3/44 | 1,25/6,5|0,5/2,5 
5,5/14 | 1,75/7 |1,5/5 


Rhiz. nigric. 
Asp. fumigat. 
Pen. glaucum 




















ce) Aktivitatsverhaltnis aerob/anaerob 





Qo, fie q0, 


nl ie 


Pilz Qo, — 70, 





Rhiz. nigricans 
Asp. fumigatus 
Pen. glaucum 


20,8 
28,8 
18,1 


0,18 
0,16 
0,24 


Mittel: 0,20 











DaB es sich auch bei dem Verhaltnis 1:5 immer noch um einen — durch 
besondere Ziichtungsbedingungen unterschreitbaren — Maximalwert_ handelte, 
zeigte ein Versuch mit Milchséure-Submersmycel von Asp. fumigatus, dessen 
Extrakt — in Ubereinstimmung mit friiheren Befunden an Glucose-Mycel (S. 36) — f 
aerob iiberhaupt keine sicher feststellbare Aktivitét aufwies, anaerob den (nicht 
sehr guten) J,-Wert 1,6 (vgl. 0.) zeigte. Da die Submersziichtung nach 3 Tagen auch 
nur !/,—1/, der bei der Oberflaichenziichtung erhaltenen Mycelmenge lieferte, wurde F 
von ihr weiterhin kein Gebrauch mehr gemacht. 

Als wir gegen Ende der Untersuchung in anderem Zusammenhang (S. 49) 
wieder einige aerobe Versuche mit Asp. fumigatus durchfiihrten, erhielten wir weiter 
Belege fiir die Variabilitat des Verhaltnisses von aerober und anaerober Aktivitit. 
So beobachteten wir bei einem gut gewachsenen Glykolsiure-Mycel (mit Milch- 
Qo,— 0, 56 
—_=4_ von =. = 0,%. 
(Q0,—90,)an "275 ~ ° 
Bei der darauffolgenden Ziichtung gingen wir wegen Zeitmangels von einer Vor- 
kultur aus, die nur schwach sporuliert hatte und erhielten ein etwas diirftige § 


saure als Substrat) das (normale) Aktivitatsverhaltnis - 


Oberflichenmycel, in dem das obige Aktivitatsverhaltnis nur aan = 0,008 betrug. 


Bei normaler anaerober Aktivitat war die aerobe hier stark reduziert. Zudem erwies 
sich diese Enzymlésung als sehr labil, hatte z. B. nach 12stdg. Dialyse bei 4° rund 
4/, ihrer (anaeroben) Aktivitat verloren (vgl. S. 47f.). 
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5. Acceptorversuche 


a) Redoxfarbstoffe 

Als wir die friiher!® beim Griinpflanzenferment gepriifte Reihe von 
reversiblen Acceptorfarbstoffen (um einige weitere vermehrt) auch beim 
Schimmelpilzenzym (aus Asp. fumigatus) untersuchten, machten wir 
die auffallende Beobachtung, daB das letztere mit viel mehr Farb- 
stoffen auch tieferen Potentials zu reagieren vermag als das erstere (bei 
dem die Potentialgrenze zwischen etwa + 0,100 und — 0,034 V bei 
pu7 gelegen war?*). Tab. 6 enthalt das Ergebnis dieser Versuchsreihe. 


Tab. 6. Priifung verschiedener Acceptorfarbstoffe mit Extrakten aus Milchsaure- 
Mycel von Asp. fumigatus. Normalansitze mit m/5000-Farbstoff und 3,8 mg 
Enzymtrockengewicht. 





Farbstoff Ey (pu 7) ty (Min.) t (Min.) 





Bindschedlers Griin . 0,224 >300 
2.6-Dichlorphenol- 

-indophenol .. . 0,217 91 
Toluylenblau. .. . 0,115 > 300 
Thionin 0,062 >300 
Methylenblau. . . . 0,011 >300 
Pyocyanin —0,034 160 
Indigotetrasulfonat . — 0,046 > 300 
Indigodisulfonat. . . — 0,125 > 300 
Nilblau —0,120—0,150?° >300 
Janusgriin — 0,225 > 300 
Safranin T — 0,289 >300 
Neutralrot — 0,325 >300 














Die Potentialgrenze liegt hier bei etwa —0,150 V (px 7), wobei es 
auffallt, daB die Entfarbungszeiten erst im Bereich der Indigosulfonate 
stark zunehmen. Auf die Bedeutung dieser Befunde wird spiter (S. 55) 
noch einzugehen sein. 


Tab. 7. Sauerstoff-Aufnahme (in ul) von Normalansatzen ohne und mit Methylen- 
blau-(MBI-)Zusatz (m/5000). 


MBI. . _ ~— + 
Glykolat _ se = 
Zeit (Min.) 


15 17 24 24 125 
30 25 36 32 234 
60 39 64 51 424 
90 50 84 67 591 
120 55 108 72 705 




















*8 Der letztere Wert hatte fiir den Spezialfall des Semichinonbildners Pyo- 
cyanin gegolten. 
i °° Literaturangaben schwankend; vgl. K. G. Stern, Tabulae biol.[ Den Haag} 
,1 [1934]. 
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Die Verwendung von Redoxfarbstoffen relativ niedrigen Potentials 
und entsprechend hoher Autoxydabilitat der Leukoverbindung bot die 
Méglichkeit, auf dem Wege einer Ubertragungskatalyse die Wirkung des 
nahezu ,,anoxytropen“‘ Schimmelpilzferments auch mit manometrischer 
Methodik zu verfolgen. Tab. 7 zeigt den Einflu8 eines Methylenblav. 
Zusatzes auf die Sauerstoff-Aufnahme durch Asp. fumigatus-Extrakt 
(1 ml = 9,3 mg Trockengew.). 

Die Atmungssteigerung durch Glykolat erreicht in Methylenblau- 
Gegenwart das 5—10fache. 


b) Chinon 

Chinon, das bei der Aspergillus-Uricase als Acceptor versagt hatte*®, 
lieB sich bei der Glykolico-Dehydrase aus Asp. fumigatus mit gleich gutem 
Erfolg verwenden wie beim Griinpflanzenferment. Tab. 8 zeigt das Er. 
gebnis einer mit 1 m/ Extrakt bei px 6,0 (zwecks Schonung des Chinons) 
anaerob durchgefiihrten Versuchsreihe mit jodometrischer Chinon. 
bestimmung. ; 


Tab. 8. Chinon-Abnahme (in mi 7/100) in Normalansitzen ohne und mit Glykolat. 





——~___ Glykolat = 4 
Zeit (Min.) ~=-—~ 


0 9,0 9,0 
15 8,0 5,75 
30 7,25 3,8 
60 6,0 1,35 
90 4,85 0,85 











ce) Tetrazoliumsalze 
Abweichend vom Griinpflanzenferment?® lieB sich bei Schimmel- 
pilzextrakten eine gute Verwertung von Triphenyltetrazolium.- 





06 


oS 
c=) 
wn 


Abb. 4. Reduktion von Tetrazoliumsalzen 
(0,1% Gesamtkonz.) zum Formazan durch 
die Glykolico-Dehydrase aus Asp. fumigatus. 
Normalansatze mit 0,5 ml Extrakt (Trocken- 





mg formazan 
g 


c=) 
w 








freie Kontrollen. 











30 W. Franke u. L. Krieg, Chem. Ber. 85, 779 [1952]. 





gew. 3,4 mg). I mit TTC, II mit Tetrazolblau, 
III mit Tetrazolpurpur; Ia, Ila. I1Ta substrat- 


ng von L-Lactat und Glykolat mit Tillmans-Reagens und Extrakten verschiedener Schimmelpilze. 


Tab. 9. Dehydrieru 
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Tab. 9. Dehvydrierun 


(19) Lact 
(1) a.yk. 
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I 
(Mit- 
tel) 





Konz. 
2 





Io 


1 


Konz. 





Konz. 
2 





t/t, (Min.) 


Konz. 
1 








(Mit- 
tel) 





2 





Konz. | Konz. 
1 


0,2 ml }0,3 ml 








L-Lactat 


Konz. 
2 


0,3 ml 





t/t) (Min.) 


Konz. 
1 


0,2 ml 





qua / Sua 
*MODUIYOOLY, 











Rhiz. nigri- 


cans 


Pen. glaucum 


Fus. sambu- 
cinum 


chlorid (TTC) sowie der Dite- 
trazoliumverbindungen Tetra- 
zolblauundTetrazolpurpur 
feststellen. Abb. 4 stellt die zeit- 
liche Zunahme der Formazan- 
bildung (mit den entsprechen- 
den substratfreien Kontrollen) 
dar. 
d) Kaliumeisen(III)-cya- 
nid 
kann ebenfalls als Acceptor die- 
nen und wurde zu spateren Ver- 
suchen, in denen die Frage nach 
dem Reaktionsprodukt der En- 
zymwirkung angegangen wurde, 
verwendet (S. 52f.). 


6. Versuche 
zur Substratspezifitat 


Orientierende Indophenolver- 
suche an Extrakten aus Asp. 
fumigatus, in denen reine DL- 
Milchsiure und D(—)-Milch- 
siure auf ihre Donatoreigen- 
schaft gepriift wurden, ergaben 
Nichtangreifbarkeit derD-Milch- 
siiure; die Stereospezifitait des 
Schimmelpilzferments ist also 
dieselbe wie die des Enzyms aus 
griinen Pflanzen*!. Weiterhin 
wurde in Analogie zu parallel 
an letzterem durchgefiihrten 
Versuchen! das Geschwindig- 
keitsverhaltnis von Lactat- und 
Glykolat-Dehydrierung bei Ex- 
trakten aus einigen Schimmel- 
pilzen festgeste!lt, woriiber die 
Versuche der Tab. 9 Aufschlu8 
geben. 

Es wurde mit Extrakten aus 
Milchsaiure-Mycel (Milchséure/Glu- 

31 a) C.0. Clagett, N. E. Tol- 
bert u. R. H. Burris, J. biol. Che- 
mistry 178, 977 [1949]; b) I. Zelitch 
u. 8. Ochoa, J. biol. Chemistry 201, 
707 [1953]. 
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cose 2:1) bei der Substratsattigung des Enzyms gewahrleistenden Substratkonzen- 
tration m/50 (bei pL-Milchséure daher m/25) gearbeitet (vgl. 8.45). Die Anord- 
nung der Versuchsdaten entspricht der beim Griinpflanzenferment™ gewahlten; 
wegen der sehr unterschiedlichen Aktivitét der einzelnen Schimmelpilz-Extrakte 
muBten allerdings die eingesetzten Enzymmengen (Konz.1 und 2) von Fall zu 
Fall variiert werden. 

Wenngleich diese sich auf jeweils nur zwei Ansiitze stiitzenden 
Versuchsdaten nicht sehr genau sein diirften, lassen sie doch eindeutig 
erkennen, daB Milchsiure in jedem Falle mehrmals rascher dehydriert 
wird als Glykolsiure (wihrend beim Griinpflanzenferment beide gleich 
rasch reagierten1). 

Dieses Geschwindigkeitsverhaltnis wird auch durch die Art der C-Quelle im 
Nahrboden nicht wesentlich verandert, wie zwei zu gleicher Zeit ausgefiihrte 
Versuchsreihen mit Milchséure- und Glykolsiure-Mycel dartaten, deren Ergebnis 
Tab. 10 enthalt. (Die t,-Werte waren durchweg >300 Min. und wurden daher in 
die Tabelle nicht aufgenommen.) 


Tab. 10. Geschwindigkeitsverhaltnis der Dehydrierung von Lactat und Glykolat 
: in Abhangigkeit von der C-Quelle der Nahrlésung. 





Angew. 
Enzymquelle — ym sere Giykplet | (4) Lanke 
REDS menge (Io)Giyk. 


mg/ml ml |t(Min.)| I> |t(Min.)| Io 





Milchsaure- 
Mycel .... 5,1 0,5 2, 11,5 | 3,4 4.6 
Glykolsaure- 
Mycel .... 9,5 0,07 5,6 | 8,5 4,0 

















Die mitgeteilten Befunde sprechen sehr dafiir, da L-Milchsiure 4 
und Glykolsiure durch dasselbe Enzym dehydriert werden. 


7. Versuche zur Kinetik (einschlieBlich pa- und Temperatur- 
wirkungen) 

Zur Charakterisierung und weiteren Abgrenzung des Schimmelpilz- 
ferments gegeniiber dem Griinpflanzenenzym wurde in Acceptor- 
versuchen mit Tillmans-Reagens (bisweilen auch Methylenblau) die | 
Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von Ferment- und Sub- 
stratkonzentration, von px und Temperatur sowie die pu- und Tem- ¢ 
peraturstabilitaét des Ferments niher untersucht. Alle Versuche wurden | 
mit Extrakten aus Milchsiure-Mycel von Asp. fumigatus ausgefiihrt; | 
der Einflu8B der Substratkonzentration wurde vergleichend an Enzym | 
aus Milchsaiure- und Glykolsiure-Mycel untersucht. 


a) EinfluB der Enzymkonzentration 


Wie Abb. 5 zeigt, besteht im ganzen iiblicherweise untersuchten 
Konzentrationsbereich gute Proportionalitat zwischen Entfarbungs- | 
geschwindigkeit und Enzymkonzentration. 
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Abb. 5. EinfluB der Enzymkonzentration 
auf die Entfarbungsgeschwindigkeit von 
Tillmans-Reagens (m/5000). Normal- 
ansitze: Enzymtrockengew. 3,3 mg/ml. 
t, war in den Ansatzen bis 0,5 ml Enzym 
zu vernachlassigen (> 300 Min.); in den P 
folgenden Ansétzen machte ty resp. 3, 4, Po 


6 und 8% von ¢ aus. x 
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Substra tration—» 12m, 
Abb. 6. Abhangigkeit der Dehydrierungsgeschwindigkeit der Glykolsiure und 
L-Milchsiure von der Substratkonzentration bei Glykolsiuremycel-Extrakt aus 
Asp. fumigatus. Normalansiatze (bis auf die variierte Substratkonzentration) mit 
0,07 ml Enzymlésung (Trockengew. 9,5 mg/ml). Punktierte Linien dienen der 
Ermittlung der Michaelis-Konstante (Km). 








b) Der EinfluB der Substratkonzentration 
wurde mit Glykolsiure und reinster DL-Milchsaiure im Bereich zwischen 
m/4000 und m/50 untersucht. Abb. 6 zeigt die Aktivitits-Konzen- 
trationskurven beider Substrate fiir einen Extrakt aus Glykolsiure- 
Mycel, wobei die Kurve der L(-+)-Milchsiure aus derjenigen der DL- 
Milchsiure (gestrichelt) berechnet wurde. Auf die Wiedergabe der ent- 
sprechenden Kurven fiir Milchsiure-Mycel kann verzichtet werden, 
da sie denjenigen der Abb. 6 weitgehend entsprechen. 
Substratsittigung des Enzyms wird bei einer Konzentration von 
m/500-Glykolsiure bzw. L-Milchsiure erreicht ; weitere 10fache Steigerung 
der Substratkonzentration beeinfluBt die Dehydrierungsgeschwindigkeit 
nicht mehr. Die Michaelis-Konstante liegt bei Verwendung von Glykol- 
siure-Mycel fiir Glykolsiure und L-Milchsiure iibereinstimmend bei 
0,5-10-3-m.; bei Verwendung von Milchsiure-Mycel lagen die Werte fiir 
Glykolsiure und Milchsiure bei resp. 0,9-10-°-m. und 1,0-10-%-m. 
Diese Unabhangigkeit des Verhiltnisses der Michaelis-Konstanten fiir 
Glykolsiiure und Milchséure von den Ziichtungsbedingungen des Pilzes 
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entspricht der friiher beobachteten Unabhingigkeit des Geschwindig. 
keitsverhaltnisses der Dehydrierung beider Substrate (Tab. 10) und 
stiitzt die Annahme einer einheitlichen «-Hydroxysiuren-Dehydrase 
von festliegender relativer Substratspezifitit. 

Zum Vergleich sei noch angegeben, daB beim Griinpflanzenferment von 
Clagett, Tolbert und Burris*!* fiir Glykolsiure eine Michaelis-Konstante 
von 2,4:10-3-m., von Zelitch und Ochoa*!> fiir Glykolsiure und L-Milchsaure 
die Werte 0,38 -10-%-m. bzw. 2,0-10~-%-m. gefunden wurden. 


c) po-EinfluB auf Enzym-Aktivitit und -Stabilitat 


Die py-Abhangigkeit der Aktivitat wurde an Wasserextrakten aus Milch- 
saure-Mycel von Asp. fumigatus untersucht, wobei im Bereich von pH 7—10 mit 
Monoathanolamin-phosphat-Puffer®? und Tillmans-Reagens, im Bereich von 
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pu 4,5—7 mit Citronensiure-Phosphat-Puffer nach McIlvaine und Methylen- 
blau als Acceptor gearbeitet wurde. Der Wechsel des Acceptorfarbstoffs ergab sich 
durch den stérenden Farbumschlag des (anfangs allein verwendeten) Indophenols 
bei etwa px 5,5. Die Vereinigung der mit beiden Farbstoffen erhaltenen py-Kurven 
wurde durch Umrechnung in %, Aktivitat erzielt. Die py-Messungen erfolgten 
nach Versuchsende mit der Glaselektrode. 

Zur Bestimmung der pH-Stabilitit wurden substrat- und farbstofffreie 
Ansatze von definiertem py 15 Min. bei 20° inkubiert, mit n/10-NaOH oder HCI 
vorsichtig neutralisiert und mit je 1 ml m/5-Phosphatpuffer von py 7,0 und m/10- 
Glykolatlésung versetzt; anschlieBend erfolgte bei 30° nach Zugabe von Inl 
m/1000-2.6-Dichlorphenol-indophenol-Lésung die Aktivitatsbestimmung. 


Man erkennt in Abb.7 eine ziemlich breite optimale Zone der 


Normalansatze mit 0,5 mi Ex- [7 


Nene eee eho 


Aktivitat (zwischen px 6,0 und 8,5) und eine noch breitere der Stabilitit [7 
(zwischen px 5,5 und 8,5) mit jeweils recht steilem Abfall nach beiden | 


Seiten, so daB bei px 4,5 und 10 die Nullinie erreicht wird. Auf der 


alkalischen Seite fallen Aktivitits- und Stabilitétskurve nahe zusammen, |) . 
wihrend im sauren Gebiet die Aktivitit eher abzufallen beginnt als die 7 


Stabilitat. 


32 H. Thies u. G. Kallinich, Biochem. Z. 324, 485 [1953]. 
33 Nach Bamann-Myrback, Method. Fermentforsch. Bd. I, S. 786 (Leipzig 


1941). 
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Das Griinpflanzenferment zeigt ein ausgepragteres Optimum bei py 8—8,5 
mit vergleichsweise schwacherem Abfall nach der alkalischen, stirkerem Abfall 
nach der sauren Seite*!,34, 


d) Temperatur-EinfluB auf Aktivitaét und Stabilitat 


Man erkennt aus Abb. 8 das auffallend niedrige Aktivitiatsopti- 
mum bei 30°, dem — bei halbstiindiger Inkubation — eine ,,Tétungs- 
temperatur“®> von nur 36° entspricht. Dieser Wert liegt um 10 bzw. 
20—25° niedriger als die friiher fiir Uricase*® und Glucose-Oxydase** 
aus Aspergillaceen gefundenen. 


Beim Tabak- und Gerstenenzym war schon Clagett, Tolbert und Burris*!* 
das niedrige Temperaturoptimum von 35 bzw. 40° aufgefallen. Wir fanden in einer 
orientierenden Versuchsreihe am Sonnenblumenferment gleichfalls 40°. 


Abb. 8. Temperatur-Einflu8 auf Enzym-Aktivi- "¢ 
tat (I) und -Stabilitaét (IT). 

In I direkte Aktivitatsbestimmung bei der 3% 
betreffenden Temperatur, in II Aktivitits- 
bestimmung bei 30° nach vorausgegangener 
30 Min. Janger Inkubation des substratfreien 
Ansatzes bei verschiedenen Temperaturen. 

Normalansatze mit Extrakt aus Asp. fumi- 
gatus, in I 2,5 ml (15 mg Trockengew.), in II 
0,5 ml (3,7 mg Trockengew.); Ig (bei 30°) in 
11,0, in IIT (ohne Inkubation) 3,6. 

Punktierte Linien ergeben die Tétungs- 
temperatur. 











8. Stabilitat des Ferments bei Aufbewahrung und Dialyse. 
Versuche mit Cofermenten 


Bei erniedrigter Temperatur erweist sich die Glykolico-Dehydrase 
aus Asp. fumigatus als ein recht bestandiges Enzym. So war nach 
60stdg. Aufbewahrung von Mycelextrakten bei 12° oder nach 72stdg. 
Aufbewahrung bei 4° noch kein deutlicher Aktivitaitsverlust im Thun- 
berg-Versuch eingetreten. Das gleiche galt fiir 24stdg. Dialyse gegen 
dest. Wasser bei 4°, wihrend gleich lange Dialyse gegen Leitungswasser 
von 12° eine Aktivitétsabnahme von etwa 20% bedingte*’. Dieses Ver- 
halten der Extrakte bei der Dialyse spricht gegen die Beteiligung eines 
leicht abtrennbaren Coferments an der Wirkung der Glykolico-Dehy- 
drase aus Schimmelpilzen, was im Einklang mit den alteren Befunden 
japanischer Autoren® am Enzym aus Asp. oryzae steht. 


Erst bei vielstdg. Dialyse wird der Aktivitatsverlust betrachtlich: er erreicht 
z. B. nach 48 Stdn. bei 12° rund 40%, nach 76 Stdn. bei 4° etwa 80°. Wir unter- 


4 N. E. Tolbert u. M.S. Cohan, J. biol. Chemistry 204, 639 [1953]. 

°° Nach H. v. Euler, Chemie d. Enzyme I, 8. 272 (Miinchen 1925). 

86 W. Franke, Liebigs Ann. Chem. 555, 111 [1944]. 

%? Wesentlich labilere Enzymiésungen wurden vereinzelt, z. B. bei ungiinstigen 
Wachstumsbedingungen des Mycels, angetroffen (vgl. S. 40). 
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suchten in beiden Fallen, ob sich derartiges partiell inaktiviertes Enzym durch 
Zugabe einer Anzahl bekannter Cofermente wie Diphospho- und Triphospho. 
pyridinnucleotid (DPN und TPN), Riboflavin-phosphat (Flavin-mononucleotid 
FMN) und Flavin-adenin-dinucleotid (FAD) in der Konzentration 10~5-m,% 
reaktivieren lieBe. Dies ist, wie Tab. 11 zeigt, nicht der Fall. 


Tab. 11. EinfluB von DPN, TPN, FMN und FAD (10-5-m.) auf die Aktivitat durch 
Dialyse partiell inaktivierter Asp. fumigatus-Extrakte. Normalansaétze mit 0,05 ml 
Extrakt (I Milchsaure-, If Glykolsiure-Mycel) und m/25-pxL-Lactat. 

















Extrakt Zusatz ty (Min.) t (Min.) 
Dts 28s ere es — 336 6 
I, 48 Stdn. bei 12° aufbewahrt. . . — > 360 6.5 
I, 48 Stdn. bei 12° dialysiert. . . . —_ > 360 10,5 
I, 48 Stdn. bei 12° dialysiert. . . . DPN > 360 10 
I, 48 Stdn. bei 12° dialysiert. . . . TPN > 360 10,5 
I, 48 Stdn. bei 12° dialysiert. . . . FMN > 360 10 
I, 48 Stdn. bei 12° dialysiert. . . . FAD. > 360 10 
BASES. Go GN go eo) 5S _ > 360 5 
II, 76 Stdn. bei 4° aufbewahrt . . . _ > 360 5 
II, 76 Stdn. bei 4° dialysiert . . . . — > 360 24 
II, 76 Stdn. bei 4° dialysiert . . . . DPN > 360 23 
II, 76 Stdn. bei 4° dialysiert . . . . TPN > 360 24 
II, 76 Stdn. bei 4° dialysiert . . . . FMN > 360 23,5 
IT, 76 Stdn. bei 4° dialysiert . . . . FAD > 360 23 


Der Aktivititsverlust bei linger dauernder Dialyse bezieht sich 
demnach auf das Apoferment, nicht auf eine Abspaltung von Coferment. | 
Die Glykolico-Dehydrase aus Schimmelpilzen ist ersichtlich kein Pyridin. 
Proteid; sollte sie — was nicht unwahrscheinlich ist und durch weitere | 
Reinigung gepriift werden soll — ein Flavin-Proteid (ahnlich dem [ 
Griinpflanzen-*!> und dem Leber-Ferment*®) sein, dann enthiilt sie ihre 


prosthetische Flavingruppe recht fest gebunden. 


Gegen Ende der vorliegenden Untersuchung erhielten wir Kenntnis von einer 
Veréffentlichung von Casida jr. und Knight*® iiber die Lactico-Dehydrase von F 
Pen. chrysogenum. Die Autoren beschriankten sich auf die Untersuchung der 
aeroben Oxydation von u-Milchsiure durch das offenbar komplexe und nach F 


ihren Angaben ziemlich labile Enzymsystem. Hinsichtlich des angegebenen pz- 
Optimums (6,5—7,5) besteht Ubereinstimmung mit unserem Enzym, ebens 
hinsichtlich der Nichtbeteiligung von Pyridinnucleotiden an der Enzymwirkung. 
Abweichend finden die amerikanischen Autoren eine wesentlich gréBere Michaelis- 
Konstante fiir L-Milchsaure (1,25 -10~2-m.) als wir (S. 45). Am bemerkenswertesten 
erscheint uns der Befund, daB 9 Stdn. bei 4° dialysiertes Enzym — die Autoren 


geben leider nicht an, ob und inwieweit dabei eine Inaktivierung erfolgt ist — durch 7 
Zusatz von FMN bzw. FAD, Cytochrom c, Methylenblau, FMN (bzw. FAD) + 7 


Methylenblau, FMN (bzw. FAD) + Cytochrom c — in der angegebenen Reihen- 
folge zunehmend stark — aktiviert wird, so da8 schlieBlich Steigerungen der 
Sauerstoffaufnahme auf das iiber 10fache erzielt werden. Von FAD war zur Er- 
reichung des gleichen Effekts die 3fache Menge wie von FMN nétig. 


a Bezogen auf Reinsubstanz. 
39 KE. Kun, J. M.Dechary u. H. C. Pitot, J. biol. Chemistry 210, 269 [1594]. 
40 L. E. Casida jr. u. 8. G. Knight, J. Bacteriol. 67, 171 [1954]. 
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Wir haben die Befunde von Casida und Knight an Extrakten 
aus Asp. fumigatus (und z. T. Asp. niger) nachgepriift, kénnen sie an 
diesem Material in der angegebenen Form aber nicht oder nur zum 
kleineren Teil bestitigen. 


Wir geben nachstehend die Sauerstoff-Aufnahmen in halben Normalansatzen 
(2,5 ml) mit m/25-pL-Lactat ohne und mit Zusitzen wieder; in a) wurden 0,25 ml 
eines frischen Extrakts (Trockengew. 1,7 mg) aus Glykolsiure-Mycel von Asp. fumi- 
gatus, in b) die entsprechende Menge eines 12 Stdn. bei 4° dialysierten Extrakts, 
in c) diejenige eines 48 Stdn. bei 4° dialysierten Extrakts zugesetzt. Die Konzen- 
tration von FMN war 10™4-m., diejenige von Cytochrom c 10-5-m. (0,33 mg 
Cytochrom/Apsatz), diejenige des Methylenblaus 4 -10—*-m. In Klammern werden 
die Ij-Werte des frischen und der beiden dialysierten Extrakte angegeben (mit 
Tillmans-Reagens als Acceptor). 


Tab. 12. Einflu8 von Methylenblau, FMN und Cytochrom ¢ (einzeln und kombi- 
niert) auf die Sauerstoff-Aufnahme durch frische und dialysierte Extrakte aus 
Asp. fumigatus. 
ul Sauerstoff; L. ==:Lactat 












































Zusatze 
Zeit Methylen- Methylenblau Cyto- | Cytochrom c 
Mi ohne blau FMN + FMN chrom c*} + FMN — 
(Min.) 
~| +0 [—[ +e [-—| +e | =f +e J-] te] - | te 
dol : ; 

a a) Extrakt frisch, (Ig =, 84) 

15 1 43 1] 109 | 4) 41 12 |°119 | 8} 44 ll 45 
30 | 2] 87 2} 194 | 8] 87 28 200. $17 88 23 86 
60 | 6] 169 | 4] 344 [12] 175 35 || 344 |27) 162 31 | 156 
90 | 8| 232 | 6] 485 |15] 206 45°"| 510 136] 226 40 215 

120 |12} 304 |11}] 600 |21] 285 64 644 |48] 300 61 285 

b) Extrakt, 12 Stdn. bei 4° dialysiert (I, = 84) 
1 | O} 28 | O} 115 1 32 4 135 | 2] 30 3 32 
30 2 71 2] 215 | 4] #61 6 242 | 4] 56 5 56 
60 | 4) 94 | 3] 364 | 5] 115 8 412 | 6| 107 6 102 
90 | 5] 1383 | 5) 495 | 6] 164 10 550 | 8] 152 8 14] 
120 7] 185 7| 615 {11} 199 12 675 |14] 197 10 178 
c) Extrakt, 48 Stdn. bei 4° dialysiert (I) = 59) 
15 | 2] 21 2; 83 | 4] 24 1 125 | 2] 23 4 26 

30 | 3) 41 4) 150 | ‘6; 51 4 223 | 4| 44 6 55 
60 | 5] 66 | 6] 242 | 8] 83 6 378 | 7 78 8 74 
90 |10) 104 | 9} 321 |14}) 122 10 510 |13] 104 10 123 

120 |15| 124 |13] 400 |18] 163 15 620 |17] 138 15 147 

















Wie ersichtlich, nimmt die aerobe Aktivitit bei der Dialyse wesent- 
lich rascher ab als die anaerobe, was fiir die komplexe Natur des ,,Oxy- 


_ dase“-Systems spricht. An Aktivierungseffekten beobachtet man indes 


nur den (schon bekannten, vgl. S. 41) des Methylenblaus, und zwar 
sowohl bei frischem wie bei dialysiertem Enzym. Eine Verstirkung dieses 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 303 4 
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Effekts durch Zusatz von Riboflavinphosphat ist nur bei dialysier. 
ten Extrakten feststellbar, wobei das Ausmaf dieser Zusatzaktivierung 
wesentlich geringer ist als das von Casida und Knight angegebene. 

Bemerkenswerterweise erhielten wir auch im Thunberg-Versuch bei 
FMN-Zusatz Verkiirzungen der Entfarbungszeit von Methylenblau um 1/;—1),, 
wobei am Versuchsende die Flavinfarbung aber stets noch deutlich zu sehen war. 
Wir halten eine in kleinerem Umfang iiber die Leukoflavin-Verbindung ablaufende 
Ubertragungskatalyse immerhin fiir denkbar. Wir haben auch an die Méglichkeit 
einer Photokatalyse*! gedacht, doch trat die Flavinaktivierung auch bei Thun. 
berg- und Warburg-Versuchen in der Dunkelkammer auf. 

Cytochrome ohne und mit FMN bewirkte in unseren Versuchen 
keine erhéhte Sauerstoff-Aufnahme. Wir glauben, daB eine Beteiligung 
der ,,normalen‘‘ Cytochrom-Oxydase an der aeroben Lactatoxydation 
auch deshalb wenig wahrscheinlich ist, weil m/500-KCN in derartigen 
Ansatzen nur um etwa 25% (nach 60 Min.) hemmte. 

Auch Casida und Knight hatten bei der hohen Blausaéure-Konzentration 
von m/100 nur 44% Hemmung, bei m/1000-HCN ,,wenig Effekt“‘ beobachtet. 

Die Frage nach der Natur des offenbar komplexen aeroben Oxy. 
dationssystems der «-Hydroxysiuren mu weiteren Untersuchungen 


vorbehalten bleiben. 


9. Zum Chemismus der Fermentwirkung 
Die Verhiltnisse beim aeroben Griinpflanzenferment sind viel 
untersucht und im wesentlichen geklirt worden. Die Natur der aus 
Glykolsiure oder Milchsiure gebildeten Reaktionsprodukte hangt von 


der Gegenwart oder Abwesenheit der Katalase ab 31> 42 43, 
Im ersteren Fall schlieBt sich an die eigentliche Fermentreaktion I 
R-CHOH:CO,.H + 0, = R-CO-CO,H + H,0, (1) 
die Katalase-Reaktion II 


H,0, a H,0 + 2 0, (2) : 
an, im letzteren Falle dagegen die nichtenzymatische ,,Holleman-Reaktion“ (3)" | 
R-CO-CO,H + H,0, = R-CO,H + CO, + H,0. (3) 
Bei nicht oder nur maBig gereinigten Enzympraparaten erfolgt offenbar aber auch 
eine direkte Umsetzung von Glyoxylsdure**5; nach Kenten und Mann® 
liefert sie primar Oxalsaure: 
CHO-CO,H + 0, = CO,H-CO.H + H,0,, (4) 
sekundiar Ameisensdure + CO,: 
CHO-CO,H + H,O, = HCO,H + CO, + H,O (3a) 


(Uber die Bildung von Glykokoll — in vivo auch Serin — aus Glykolsaure vgl. j 
Tolbert und Cohan*®.) 


41 Vgl. z. B. A. W. Galston, Proc. nat. Acad. Sci. USA 35, 10 [1949): 
W. J. Nickerson u. J. R. Merkel, Proc. nat. Acad. Sci. USA 39, 901 [1953]. 

42 R. H. Kenten u. P. J. G. Mann, Biochem. J. 52, 130 [1952]. 

43S. Izawa u. A. Tsukamoto, J. Biochem. 41, 187 [1954]. 

44 A. F.Holleman, Recueil trav. chim. Pays-Bas 28, 169 [1904]; W.H. 
Hatcher u. G. W. Holden, Trans. Roy. Soc. Canada, Sect. III 19, 11 [1925}. 

45 N. E. Tolbert, C.O.Clagett u. R. H. Burris, J. biol. Chemistry 181, 


905 [1949]. 
46 N. E. Tolbert u. M.S. Cohan, J. biol. Cemistry 204, 649 [1953]. 
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Bei unseren anaeroben Versuchen am Pilzenzym waren — schon 
wegen der wegfallenden Méglichkeit intermediirer Hydroperoxyd-Bil- 
dung — einfachere Verhiltnisse zu erwarten. Die Frage nach den 
Reaktionsprodukten reduzierte sich fiir den Fall der Glykolsiure als 
Substrat im wesentlichen zu einer Entscheidung zwischen Glyoxyl]- 
siure und Oxalsaiure. Wir haben die Verhialtnisse bei zwei Stiémmen 
von Asp. fumigatus und Asp. niger untersucht, von denen der letztere im 
Gegensatz zu ersterem aus Acetat erhebliche Mengen Oxalat bildete*’. 

Voraussetzung dieser Versuche war ein Wasserstoffacceptor, der 
Reaktionsprodukte der Glykolsaure in faBbarer Menge lieferte und deren 
Nachweis nicht behinderte; er sollte also in ziemlich hoher Konzen- 
tration anwendbar und — da fiir den Glyoxylsiure-Nachweis eine Farb. 
reaktion in Frage kam — womdglich kein Farbstoff sein. Kalium- 
eisen(III)-cyanid entsprach im wesentlichen diesen Anforderungen. 

Besonders Quastel und Wheatley*® haben es in neuerer Zeit als Acceptor 
empfohlen. Da das von ihnen angegebene manometrische Bestimmungsverfahren 
(in Hydrogencarbonat unter Stickstoff-Kohlendioxyd-Gemisch) relativ umstandlich 
und in der Anwendung auf ein py= 7,4 beschrankt ist, ersetzen wir es durch die 
jodometrische Bestimmung des jeweils noch vorhandenen Eisen(III)-cyanids (S. 33). 

Die folgenden Versuche wurden durchweg mit Extrakten aus 
Glykolsiure-Mycel ausgefiihrt. Soweit Nachweis der Oxalsaure vor- 
gesehen war, wurde der iibliche Phosphatpuffer durch Tris(hydroxy- 
methyl)-aminomethan-Puffer* (,,Tris-Puffer‘‘ Schuchardt-Miinchen) 
ersetzt. Eine EnteiweiBung der Ansitze vor den analytischen Bestim- 
mungen eriibrigte sich nach dem Ergebnis vorausgegangener Test- 
versuche im allgemeinen; vor der Oxalatfallung geniigte Abzentri- 
fugieren des mit Essigsiure gebildeten Niederschlags. 

Die Bestimmung von Glyoxylsaure erfolgte auf Grund der 
intensiv roten Farbreaktion, die Glyoxylsiure-phenylhydrazon mit 
Ferricyanid in starker Salzsaure liefert und die sich an Hand einer Eich- 
kurve durch Photometrie bei 530 my leicht quantitativ auswerten laBt. 

Diese Reaktion wird in der biochemischen Literatur viel zum Nachweis von 
Allantoin verwendet, das durch aufeinanderfolgende alkalische und saure Hydro- 
lyse bekanntlich zu Glyoxylsiure (+ Harnstoff) aufgespalten werden kann®® 5. 
Hinsichtlich der Ausfiihrung hielten wir uns im wesentlichen an die (fiir unseren 
Zweck zu vereinfachende) genaue. Vorschrift von Christman, Foster und 
Esterer®!. Wir entnahmen Normalansitzen mit 2 ml m/10-K,[Fe(CN),] zu be- 


47 Der Nachweis der Oxalsiure-Bildung erfolgte nach der Methode der 
wfertigen Myceldecken“‘ auf Grund von Angaben bei K. Bernhauer, Garungs- 
chemisches Praktikum, S. 262 (Berlin 1939). Der verwendete Asp. niger-Stamm 
wandelte innerhalb von 9 Tagen rund 60% des eingesetzten Acetats (in 5-proz. 
Lésung) in Oxalat um. Asp. fumigatus lieferte in der gleichen Zeit keine meBbare 
Oxalatmenge. 

8 J. H. Quastel u. A.H.M. Wheatley, Biochem. J. 32, 936 [1936]. 

4° G. Gomori, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 62, 33 [1936]. 

°° R. Fosse u. V. Bossuyt, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 188, 106 [1929]; 
E.G. Young u. C. F. Conway, J. biol. Chemistry 142, 839 [1942]. 

| A. A. Christman, W. Foster u. M. B. Esterer, J. biol. Chemistry 155, 
16] [1944]. 

4* 
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stimmten Zeiten zwei Pipettenproben verschiedener GréBe (z. B. 0,2 und 0,4 mi), 
verdiinnten mit Wasser auf 6 mi und fiigten 1 m/ /10-HCl und 1 ml 0,33-proz, 
frischbereitete Phenylhydrazinlésung hinzu. Dann wurde 5Sek. ins kochende 
Wasserbad, 5 Min. in Eiswasser getaucht und nach Zusatz von 4 ml 10-n.HC! und 
1 ml 1,64-proz. K,[Fe(CN),]-Lésung 10 Min. stehengelassen und photometriert. 
Zum Oxalsaiure-Nachweis wurde diese nach Anséuern der Re. 
aktionslésung auf pq 5 (mit Eisessig) und Zentrifugieren nach bekannten 
Vorschriften® als Calciumsalz gefillt, das letztere nach 15stdg. Stehen 
bei + 4° abfiltriert und nach dem Lésen in verdiinnter Schwefelsiiure 
mit /100-KMnO,-Lésung titriert. 
In enzymhaltigen Kontrollansitzen mit 1 m/ m/10-Oxalat wurden auf diese 
Weise 92—95% d. Th. wiedergefunden. 
a) Versuche mit Asp. fumigatus 
In einer ersten Versuchsreihe, mit aquivalenten Eisen(IIT)-cyanid- 
yind Substratmengen,. wurden Ansiitze, die in 5 ml 
fi - 0,2 ml Enzymlésung (J, mit Tillmang-Reagens und Glykolat 25), 
1,0 ml m/ 10-Natrium-glykiolat baw. -glyoxylat, 
1,0 ml m/5-Tris-Puffer, PH 47,0, tind 
2,0 ml m/10-Ks[{Fe(CN)¢}-- Ligwsj : 
enthielten, bei 30° 45 bzw. 90 Min. anaerob inkubiert und nach diesen 
Zeiten (wie auch bei Versuchsbeginn) einerseits das vorhandene 
Eisen(III)-cyanid, andererseits die gebildete bzw. noch vorhandene 
Glyoxylsiure und schlieBlich die entstandene Oxalsiure bestimmt. 
Tab. 13 zeigt das Ergebnis dieser Versuchsreihe. 


Tab. 13. Oxydation von Glykolat und Glyoxylat. mit Eisen(III)-cyanid in Gegen- 
wart von Asp. fumigatus-Extrakt (Tris-Puffer). 





Zeit ml m/100-Eisen(III)-cyanid pea ong 


(Min.) ohne Substr. | mit Substr. vorhand. 





Substrat: Glykolsaure 


19,0 19,0 
18,8 15,3 
18,9 15,1 


Substrat: Glyoxylsaure 


18,8 18,7 
18,6 18,3 


Oxalsaurebildung konnte bei keinem Versuch nachgewiesen werden. 














Man erkennt, da8 nur in Ansiitzen mit Glykolsiure als Substrat 
Eisen(III)-cyanid gute Acceptorwirkung zeigt, die gréBenmaBig etwa | 
derjenigen des Chinons entspricht und wie diese anscheinend durch 
Enzymschiadigung in den spiiteren Reaktionsphasen zum Erliegen kommt 
(vg. S. 42). Die Tatsache, da8 Glyoxylsiure als Substrat nicht in 
nennenswertem Umfang mit Eisen(III)-cyanid reagierte, machte bereits 


52 Vgl.z. B. K. H. Bauer, Die organ. Analyse, S. 291 (Leipzig 1950). 
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sehr wahrscheinlich, daB sie das Produkt der Glykolico-Dehydras- 
Wirkung darstellte. Zudem wurde in keinem der Ansitze und zu 
keinem Zeitpunkt eine meBbare Calciumoxalat-Fallung nachgewiesen, 
wohl aber wurde in den Glykolatansitzen eine der Eisen(III)-cyanid- 
Abnahme in erster Anniherung entsprechende Glyoxylsaure- Bildung 
photometrisch festgestellt. 

In einer zweiten Versuchsreihe, in der auf die Oxalsiure- Bestimmung 
verzichtet wurde, wurde in Phosphatpuffer (pa 7,2) mit der halben 
Eisen(III)-cyanidmenge und der 2%fachen Extraktmenge (wegen der 
geringeren .Enzymaktivitét I, = 10) gearbeitet (Tab. 14). 


Tab. 14. Oxydation von Glykolat und Glyoxylat mit Eisen(III)-cyanid in Gegen- 
wart von Asp. fumigatus-Extrakt (Phosphatpuffer). 





: * ; Gl 13 
Zeit ml m/100-Eisen(ITT)-cyanid ngebild. Z a % d. Th. 


(Min.) ohne Substr. | mit Substr. vorhand. 











Substrat: Glykolsiure 


10,2 10,1 
10,1 9,5 
; 8,3 
10,0 7,1 


Substrat: Glyoxylsiure 


9,9 10,1 (100) 
45 10,2 10,1 94 
90 10,1 10,0 84 














Das Ergebnis dieser Versuchsreihe entspricht im Prinzip demjenigen 
der Tab. 13, doch ist bei kleineren Absolutmengen an gebildeter Glyoxyl- 
siure das Absinken der prozentischen Ausbeuten (bezogen auf den 
Eisen(III)-cyanid-Schwund) diesmal erheblich deutlicher als im Versuch 
der Tab. 13. Es ist wahrscheinlich, da die Steigerung der Extraktmenge 
in der zweiten Versuchsreihe zu einer erhéhten sekundiren Umsetzung 
der primir entstandenen Glyoxylsiure gefiihrt hat. 

Brunel-Capelle®™ berichtet iiber ein ziemlich rasches Verschwinden von 
Glyoxylsiure in Agaricus campester-Extrakten gerade bei kleinen Saéurekonzen- 
trationen sowie tiber einen nichtenzymatischen Glyoxylsiure-Schwund in Gegen- 
wart von Ascorbinséiure, Cystein und Glutathion. Nach Nakada und Wein- 
house erfolgt unter physiologischen py- und Temperaturbedingungen schon 
nach 2 Stdn. erhebliche nichtenzymatische Umaminierung zwischen Glyoxylsdure 
einerseits und Asparagin- und Glutaminsaiure sowie (verstarkt) deren Amiden an- 
dererseits®>; in Enzymgegenwart (z. B. aus Rattenleber) erhéht sich die Glykokoll- 
dildung stark. 


 G. Brunel-Capelle, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 284, 1466 [1952]. 

44H. I. Nakada u. S. Weinhouse, J. biol. Chemistry 204, 831 [1953]. 

55 Vgl. auch die Versuche von D. E. Metzler, J. Olivard u. E. E. Snell 
(l.c.12) zur nichtenzymatischen Umaminierung von Glyoxylsaiure mit Pyridoxamin 
und Aminosauren. 
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b) Versuche mit Asp. niger 

Der Ansatz entsprach dem der Tab. 13, doch betrug der Zusatz an 
Enzymlésung (I, = 24) 0,5 ml, an Acceptor 1,0 ml m/10-K,Fe(CN),. 
Das Versuchsergebnis zeigt Tab. 15. 


Tab. 15. Oxydation von Glykolat und Glyoxylat mit Eisen(III)-cyanid in Gegen. 
wart von Asp. niger-Extrakt (Tris-Puffer). 





z . mg Glyoxylsaiure 
Zeit ml m/100-Eisen(III)-cyanid gebild. bzw. % d. Th, 


(Min.) ohne Substr. | mit Substr. vorhand. 








Substrat: Glykolsaure 


9,8 0 
6,1 0,793 
5,7 0,806 


Substrat: Glyoxyls 


9,9 7,0 
9,7 6,5 
90 9,8 6,0 


Oxalsiurebildung konnte bei keinem der Versuche nachgewiesen werden. 

















Das Resultat gleicht in allen wesentlichen Punkten dem der vor- 
ausgegangenen, an Asp. fumigatus ausgefiihrten Versuchsreihe. Wesent- 
lich erscheint, daB hier ein im Stoffwechselversuch als typischer Oxal- 
siurebildner erkannter Stamm im Enzymversuch Glykol- und Glyoxyl- 
siiure nicht in Oxalsaure iiberzufiihren vermag. 


Diskussion 


Vom Standpunkt der vergleichenden Enzymchemie ist es von Inter- 
esse, daB sowohl das Schimmelpilz- wie das Griinpflanzenferment L- 
Milchsiure und Glykolsiure angreifen, so da man mit gleichem Recht § 
von einer Lactico- wie von einer Glykolico-Dehydrase sprechen kann*. 
Da auch fiir Trockenpriiparate aus Hefe Dehydrierung von Glykolsaure 
angegeben wird5? 58, grenzt sich die Gruppe der Pflanzenfermente 


56 Uns erscheint die letztere Bezeichnung fiir die Pflanzenfermente wegen 
ihrer unterscheidenden Natur zweckmaBiger. Nicht eindeutig ist die von Kenten 
u. Mann* fiir das Griinpflanzenferment vorgeschlagene Bezeichnung ,,«-Hydroxy- 
siuren-Oxydase“‘, da spater in héheren Pflanzen auch eine spezifische p-Gly- 
cerico-Dehydrase aufgefunden worden ist (H. A. Stafford, A. Magaldi u. 
B. Vennesland, J. biol. Chemistry 207, 621 [1954]; Plant Physiol. 29, 504 [1954)). 

57 F. Bernheim, Biochem. J. 22, 1178 [1928]; J. Lehmann, Skand. Arch. 
Physiol. 80, 237 [1938]. 

58 Die gereinigte lésliche Lactico-Dehydrase der Hefe scheint allerdings in 
dieser Richtung nicht untersucht worden zu sein; vgl. S.J. Bach, M. Dixon 
u. L. G. Zerfas, Biochem. J. 40, 229 [1946]; C. A. Appleby u. R. K. Morton, 
Nature [London] 178, 749 [1954]. 
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deutlich gegeniiber den Lactico-Dehydrasen des Muskels®® und der 
Bakterien® ab, die offenbar gegeniiber Glykolsiure unwirksam sind®. 


AuBer durch ihre relative Spezifitat gegeniiber Glykolsiure und 
L-Milchsiure unterscheiden sich Schimmelpilz- und Griinpflanzenferment 
vor allem durch das Verhalten gegeniiber Sauerstoff und Wasserstoff- 
acceptoren. Verschiedene Befunde — z.B. an Submersmycel (S. 36 
u. 40), an schlecht gewachsenem Oberflichenmycel (S. 40) und bei der 
Dialyse (S. 49) — sprechen dafiir, daB die (geringe) aerobe Aktivitit 
des Schimmelpilzferments der anaeroben nicht zwangslaufig parallel geht 
und daB sie offenbar komplexer Natur ist. Wir konnten allerdings die 
Angaben von Casida und Knight*® iiber eine Beteiligung von Cyto- 
chrom c und Flavin-nucleotid an unserem Oxydase-System nicht besti- 
tigen. Doch sprechen die Eigenschaften des Schimmelpilzferments im 
ganzen sehr dafiir, daB es — ebenso wie Griinpflanzen-*!» und Leberfer- 
ment**— ein Flavin-Proteid ist. Méglicherweise riihrt die niedrigere Poten- 
tialgrenze der Wirksamkeit von Farbstoffacceptoren beim Schimmelpilz- 
ferment vom tieferen Redoxpotential des Flavins in der dort vor- 
liegenden Proteidbindung her®. 

Stoffwechselphysiologisch ist noch von Interesse, daB die Glykol- 
siure-Dehydrierung in den Schimmelpilzextrakten nur bis zur Glyoxy]l- 
siure fiihrt und daB die letztere auch als Substrat kaum angegriffen 
wird, selbst wenn das intakte Mycel Essigsiiure weitgehend in Oxalsiure 
umzuwandeln vermag. Dies spricht dafiir, daB der Abbau iiber Glykol- 
siure—Glyoxylsiure auch als Nebenweg keinen nennenswerten Beitrag 
mur Oxalsiurebildung in Schimmelpilzen liefert. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir Gewahrung einer 
Sachbeihilfe zu Dank verpflichtet. Ebenso danken wir dem Verband der Che- 
mischen Industrie fiir Mittel zur Beschaffung auslindischer Literatur sowie 
einiger Spezialapparate. 


Zusammenfassung 


1. In einer Reihe von Schimmelpilzen (Phycomyceten, Ascomyceten 
und Fungi imperfecti) wurde eine Glykolico-Dehydrase nachgewiesen, 
welche auch L-Milchséure angreift. Das Ferment in Extrakten aus Asp. 
fumigatus wurde niher untersucht. Die Enzymaktivitit war stark von 
der C-Quelle der Nahrlésung abhingig; bei Zusatz von Milchsiure oder 


59 T, Yamamoto, J. Biochem. 20, 1 [1934]; D. E. Green u. J. Brosteaux, 
Biochem. J. 30, 1489 [1936]. 

60 M. Stephenson, Biochem. J. 22, 605 [1928]; E.S.G. Barron u. A. B. 
Hastings, J. biol. Chemistry 100, 155 [1933]; J. Szulmajster, M. Grunberg- 
Manago u. C. Delavier-Klutchko, Bull. Soc. Chim. biol. 35, 1381 [1953]; 
Y. Joyeux u. M. Croson, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 289, 1252 [1954]. 

51 Merkwiirdig ist das Vorkommen einer Glykolico-Dehydrase in der Leber, 
die auBerdem noch p(—)-Milchséure angreift®®. 

62 Der bisher bekannte Flavinpotentialbereich liegt nach R. Kuhn u. P. Bou- 
langer (Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 1557 [1936]) fiir pH 7 zwischen — 0,185 V 
(freies Riboflavin) und — 0,060 V (,,altes‘* gelbes Ferment). 
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Glykolsiure zum Nahrboden erhéhte sich die Aktivitét der Mycel. 
extrakte um 1 bis 2 GréBenordnungen gegeniiber Glucose als C-Quelle, 
Glykolsiure war dabei noch wirksamer als Milchsiure. 

2. Das Schimmelpilzenzym reduziert Eisen(III)-cyanid, Chinon, 
Tetrazoliumsalze und eine gréBere Anzahl reversibler Acceptorfarbst offe 
bis herunter zu den Indigosulfonaten und unterscheidet sich dadurch 
von dem nur auf Acceptoren héheren Potentials eingestellten Griin. 
pflanzenferment. Im Gegensatz zu letzterem zeigt es eine weit aus. 
gepragtere Dehydrase- als Oxydasewirkung. Letztere wurde bisweilen | 
vermiBt und nimmt bei der Dialyse rascher ab als erstere, so dal} sie | 
wahrscheinlich komplexer Natur ist. 

3. L-Milchsaure wird, unabhingig von der C-Quelle der Nahrlésung, 
mehrmals rascher dehydriert als Glykolsiure, wiederum im Gegensatz 
zum Griinpflanzenferment. Die Michaelis-Konstante (K,,) ist fiir beide 
Substrate gleich und liegt zwischen 0,5 und 1,0-10-%-m. 

4. Das Pilzenzym zeigt ein breites py-Optimum zwischen p, 6,0 
und 8,5, ein auffallend niedriges Temperaturoptimum von 30° und eine 
,,Létungstemperatur von nur 36°. 

5. Die anaerobe Wirksamkeit des Asp. fwmigatus-Ferments wird ~ 
durch mehrstiindige Dialyse bei niedriger Temperatur kaum beeinfluBt. | 
Durch vielstiindige Dialyse partiell inaktiviertes Ferment laBt sich durch — 
Zusatz von Pyridin- oder Flavin-Nucleotiden nicht reaktivieren. Wahr- ~ 
scheinlich ist auch die Glykolico-Dehydrase der Schimmelpilze ebenso | 
wie die der Griinpflanzen ein wenig dissoziables Flavin-Proteid. ie 

6. Das Produkt der Glykolsiure-Dehydrierung ist Glyoxylsiure; — 
letztere wird auch als Substrat von den Extrakten kaum angegriffen. ~ 
‘Das Enzym spielt offenbar keine Rolle bei der Oxalsiuregiirung von 
Schimmelpilzen. 


Summary 


1. A glycolic dehydrogenase which also attacks L-lactic acid has | 
been detected in a number of moulds belonging to the Phycomycetes, 4 
Ascomycetes and Fungi imperfecti. The enzyme in extracts of Asp. 
fumigatus was investigated in some detail. The activity of the enzyme |~ 
varied greatly with the carbon source of the nutrient medium. When ~ 
lactic or glycolic acid wasadded, the activity of the mycelium extracts = 
was increased to a hundredfold as compared with glucose as carbon © 
source. Glycolic acid was more active in this respect than lactic acid. 


2. The mould enzyme reduces ferricyanide, quinone, tetrazolium © 
salts and a large number of acceptor dyes including the indigo sul- © 
phonates. In this respect it differs from the enzyme from green plants © 
which only reacts with acceptors of relatively high potential. In con- | 
trast to the enzyme from green plants it shows a dehydrogenase acti- | 
vity which is much more pronounced than its oxidase activity. The | 
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> plays no part in the oxalic acid fermentation of moulds. 
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latter was not always observed and decreases more rapidly on dialysis 
so that it is probably of a more complex nature. 

3. L-lactie acid is dehydrogenated much more rapidly than glycolic 
acid, irrespective of the carbon source of the nutrient medium which is 
again in contrast to the enzyme from green plants. The Michaelis constant 
(Km) is the same for both substrates and lies between 0.5 and 1.0 -10-%-m. 

4. The mould enzyme exhibits a broad px optimum between px 6.0 
and 4 a remarkably low temperature optimum of 30° and an ,,in- 
cape temperature“ of only 36°. 

. The anaerobic activity of the enzyme from Asp. fumigatus is 
sack affected by several hours’ dialysis at low temperature. Enzyme 
which has been partially inactivated by prolonged dialysis cannot be 
reactivated by addition of pyridine or flavin nucleotides. It is probable 
that the glycolic dehydrogenase of moulds like that of green plants is a 
flavin protein which is only slightly dissociable. 

6. The product of the dehydrogenation of glycolic acid is glyoxylic 
acid which is hardly attacked by the extracts. The enzyme obviously 








Zur Dehydrierung der Fettséuren 


II. Orientierende Versuche iiber die Dehydrierbarkeit 
héherer gesiattigter, ungesattigter sowie Brom- 
und Hydroxy-Fettsauren durch tierische und pflanzliche Enzyme* 


Von 
Wilhelm Franke, Giinter Taschen und Helmut Frehse 
Aus dem Institut fiir Girungswissenschaft und Enzymchemie der Universitat K6éin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. September 1955) 


Der biologische Abbau der héheren gesaittigten Fettsauren im | 
Sinne der £-Oxydation, eingeleitet durch eine Dehydrierung der Acyl. | 
derivate des Coenzyms A, ist in den letzten Jahren durch die Arbeits. | 
kreise von Lynen!, Green? u. a. eingehend studiert und auch in en. | 
zymatischer Hinsicht weitgehend geklirt worden. Dagegen ist iiber den | 
Abbau der entsprechenden ungesaittigten Fettsiuren vom Typus der 
Ol-, Linol- und Linolensiure kaum gearbeitet worden, obwohl auch fiir 
sie die Uberfiihrbarkeit in die betreffenden Coenzym A-Verbindungen | 
durch Leberenzym gezeigt wurde*. (Die andersartige Peroxydierung | 
mehrfach ungesittigter Fettsiiuren durch Lipoxydasen in pflanzlichen, 
durch Hamin-Derivate in tierischen Zellen soll wegen ihrer ungeklirten ” 
physiologischen Bedeutung hier auBer Betracht bleiben*.) 3 

In alteren, mit der Methylenblau-Methodik durchgefiihrten Ver. | 


suchen ist wiederholt nur schwache oder fehlende Donatorwirkung w./ 
gesittigter Fettsiuren bei Verwendung roher oder nur wenig gereinigte! 
Enzymlésungen festgestellt worden, wie die Angaben der Tab. 1 belegen. | 


Es sind aus den Entfarbungszeiten mit und ohne Substrat (¢ bzw. t)) Dehy- | 
drierungsintensitaten (J = 100(1/f— 1/t)) nach Thunberg) _berechne) 
worden. Wegen der sehr unterschiedlichen Versuchsbedingungen sind nur die! 
Werte einer Spalte miteinander vergleichbar. ; 


* I. Mitteil.: (Zur Dehydrierung der gesittigten Fettsiuren): W. Franke.” 
H. Riigge u. K. Gabelein, Liebigs Ann. Chem. 561, 98 [1948]. P 

1 Neuere Zusammenfassungen von F. Lynen: a) Bull. Soc. Chim. biol. 35,7 
1061 [1953]; b) Nature [London] 174, 9¢2 [1954]; c) Annu. Rev. Biochem. 4.7 
653 [1955]; Angew. Chem. 67, 463 [1955]. 4 

2 Zusammenfassung von D. E. Green, Biol. Rev. 29, 630 [1954]. 

3 A. Kornberg u. W. E. Pricer jr., J. biol. Chemistry 204, 330 [1953]. 

4 Neuere Zusammenfassungen: a) 8. Bergstrom u. R.T. Holman, Ad) 
vances in Enzymol. 8, 425 [1948]; b) W. Franke, Ergebn. Enzymforsch. 12, 8 
{1951]; c)R. T. Holmanu.S. Bergstrém inSumner-Myrback, The Enzyme, 
IT, 559 (Academie Press, New York 1951). 
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Tab. 1. Dehydrierungsintensitaten (I) gesittigter und ungesattigter Fettsduren 
mit verschiedenen Enzympraparaten. 


Enzymquelle| Fettgewebe® | Fettgewebe*® Leber’ 
Fettsaure (Rind) (Ratte) (Ratte) 


Konzentration m/175 m/180 m/230 











Palmitinsiure ... . 19,2 32,2 5,5 

insi 21,9 48,9 _ 
17,1 5,6 1,2 
0 — 0,7 
0 ae ivi 














—: fehlende Angabe 


Aus Versuchen dieser Art, in denen z.T. eine Coenzym-Funktion von 
Nucleotiden und Nucleosiden (Adenyl- und Inosinsiure, Adenosin- 
triphosphorsiéure, Adenosin)®®1%, auch von Xanthin und Hypo- 
xanthin®!° festgestellt worden war, wurde wiederholt auf eine ,,mittel- 
stindige‘‘ Dehydrierung des Fettsiuremolekiils vom Typus Stearinsiure 
+ Olsiure geschlossen. Aber nur Lang und Adickes!? (deren Befunde 
iibrigens von Mazza" bestritten worden sind) haben fiir den Fall der 
Olsiurebildung aus Stearinsiure, Fant] und Lincoln" fiir einige 
weitere Fettsiuren (48-, A®- und A5-Dehydrierung in resp. Margarin-, 
Palmitin- und Myristinsiure) praparative Belege fiir diesen Mechanismus 
beigebracht, wobei in jedem Falle aus den Methylenblau-Ansitzen offen- 
bar nur minimale Mengen von Ozonisations-Spaltprodukten der un- 
gesittigten Fettsiuren erhalten wurden. 

Wir haben vor kurzem nun bei gewissen Samenextrakten (z.B. 
von Gramineen, Soja, Lein und Sonnenblume) bei Verwendung von 
Bindschedlers Griin und 2.6-Dichlorphenol-indophenol, nicht dagegen 
von Methylenblau, gerade bei ungesattigten héheren Fettsiuren be- 
sonders starke Donatoreffekte beobachtet!4. Es erhob sich die Frage, ob 
ihnliche Effekte mit den gleichen Farbstoffacceptoren auch beim 
tierischen Enzym zu erhalten waren. Dies ist in der Tat der Fall. 

Weiterhin sollte die Méglichkeit gepriift werden, durch spezifische 
Blockierung eines Dehydrierungsorts im Stearinsiure-Molekiil zu Aus- 
sagen iiber das Vorliegen einer «:8- oder einer #::-Dehydrierung zu 
gelangen. Vorausgegangen waren ,,Modellversuche“ an der Succino- 
Dehydrase des Muskels, in denen Monobrombernsteinsaure sich 


5 §. Yosii, J. Biochem. 26, 397 [1937]. 

° B. Shapiro u. E. Wertheimer, Biochem. J. 87, 102 [1943]. 

7 K. Lang u. H. Mayer, diese Z. 261, 249 [1939]. 

’ KE. Annau, A. Eperjessy u. 0. Felszeghy, diese Z. 277, 58 [1942]. 

* K, Lang u. H. Mayer, diese Z. 262, 120 [1939]. 

10 K. Burton, Nature [London] 161, 606 [1948]. 

1 Pp. Fantlu. G. J. Lincoln, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 27, 403 [1949]. 
2 K. Lang u. F. Adickes, diese Z. 262, 123 [1939]. 

48 F. P. Mazza, Ergebn. Enzymforsch. 9, 207 [1943]. 

4 W. Franke u. H. Frehse, diese Z. 298, 1 [1954]. 
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als dehydrierbar (wenngleich bei Substratsattigung des Enzyms etwa : 


3mal langsamer als Bernsteinsiure), die beiden Dibrombernsiein. 
siuren (racemische und meso-Form) dagegen als nichtdehydrierbar er. 


wiesen hatten!®. Da angenommen werden konnte, daB die Stearico. f 
Dehydrasen sich entsprechend verhalten wiirden, wurden Dehydrierungs. | 
versuche mit 2.3- und mit 9.10-Dibrom-stearinsaiure sowohl an tierischem | 
wie an pflanzlichem Enzym durchgefiihrt, die allerdings zu dem iiber. | 
raschenden Resultat einer Dehydrierbarkeit beider Dibromsubstitutions. | 


produkte fiihrten. 


Um den Einflu8 von Zahl, Lage und Konfiguration der Doppel- | 
bindungen sowie von Substituenten zu erkennen, wurde eine ganze | 


Anzahl ungesittigter, brom- und z.T. auch hydroxyl-substituierter | 


C,,-Fettsiiuren in den Kreis der Untersuchung, die als Vorarbeit fir | 


geplante praiparative Versuche gedacht ist, einbezogen. 


Methodik 


I. Versuchsmaterial F 
Fiir die Untersuchungen an tierischem Enzym wurden die Lebern 15—22 | 


Wochen alter mannlicher Ratten, die vor der Tétung 12—24 Stdn. gehungert | 
hatten, verwendet*. Fiir die Versuche an pflanzlichem Enzym dienten im all. |” 


gemeinen aus dem 6rtlichen Handel bezogene K iirbissamen letzter Ernte (Sorten | 
,.gelber Zentner“ und ,,Melone“‘), da sie gegeniiber gesattigten héheren Fettsauren © 
noch relativ‘am wirksamsten sind’*1*, Grundsitzliche Unterschiede im Verhalten | 


der beiden Varietaten wurden nicht beobachtet. 


II. Enzymlésungen 3 
Gewéhnlich kamen mit m/10-K,HPO, bzw. m/10-Kaliumphosphatpuffer 
(px 7,5) — mit Riicksicht auf die bessere Léslichkeit der Kaliumseifen-— her. ~ 


gestellte Leber- bzw. Samenextrakte zur Verwendung. Bei der Herstellung der ~ 
Leberextrakte hielten wir uns im wesentlichen an die Angaben von Lang”’, der |~ 


den Gewebebrei vor dem Verreiben mit Phosphatpuffer und Quarzsand erst mekr. | 
mals mit eiskaltem Wasser verriihrt und zentrifugiert. Die Herstellung der Samen- 
extrakte geschah nach eigenen friiheren Angaben'*-!6 durch Verreiben des zer- ~ 
quetschten Samenmaterials mit Quarzsand und Phosphatpuffer und anschlieBendes ~ 
Zentrifugieren. Das Verhbaltnis Extraktionsgut : Extraktionsfliissigkeit variierte | 
— je nach Enzymaktivitat und Leerreduktion des Samenmaterials — zwischen 7 
1:3 und 1:30. F 

Die Enzymlésungen wurden bis zu den Versuchen in Eiswasser aufbewahrt | 
und noch am Tage der Herstellung aufgebraucht. Die Samenextrakte waren — bei | 
geringerer Ausgangsaktivitat — erheblich labiler als die Leberextrakte. 4 


Trockengewichtsbestimmungen erfolgten, wie friiher iiblich, nach 48stdg. || 


y 
re 


Dialyse gegen Leitungswasser. 
III. Substrate 
Die beiden gesattigten Fettsiuren, Palmitinsiure und Stearinsaure, 7 


* Fiir die Uberlassung von Ratten aus der Tierstation des Instituts sind wir / 
Frl. Dr. I. Schlie und Frl. U. Ruge zu Dank verpflichtet. 

16 W. Franke, G. Taschen u. E. Holz, diese Z., in Vorbereitung [1956]. 

16 A. Zeller, Jb. wiss. Bot. 82, 123 [1935]. 

162 W, Franke u. H. Frehse, diese Z. 295, 333 [1953]. 

17 K. Lang, diese Z. 261, 240 [1939]. 
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2 


waren Reinstpraparate von Merck, ebenso die ungesattigte Olsaure (J. 7 
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90). Elaidinsaure war frither von Frl. Dr. Lee’® durch Einwirkung von Stick- 
oxyden aus Olsiure!® dargestellt worden, desgleichen Petroselinsaure (cis-A°- 
Octadecenséure) aus verseiftem Petersiliensamenél®° und Stearolsdure (mit 
dreifacher 4°-Bindung) durch HBr-Abspaltung aus 9.10-Dibrom-stearinsaure?!. 
trans-A2-Octadecensaiure wurde nach einer neueren Vorschrift®? durch Ein- 
wirkung von alkoholischem Kali auf 2-Jod-stearinsiure, die ihrerseits aus 2-Brom- 
stearinsiure mit Kaliumjodid erhalten worden war**, gewonnen. Linolsiure 
war ein kiufliches Praparat der Fa. Hoffmann-LaRoche (J. Z. 171), Linolen- 
saure wurde von uns selbst aus Lein6l iiber das Hexabromid hergestellt (J. Z. 267)*4. 
Von den bromsubstituierten Séuren wurde 2-Brom-stearinsaure durch di- 
rekte Bromierung von Stearinséure bei Gegenwart von rotem Phosphor?’, 9- bzw. 
10-Brom-stearinsaure durch Bromwasserstoff-Addition an Olsaiure®® erhalten. 
Die iibrigen bromierten Fettsauren (2.3-Dibrom-stearinsaiure”,.6,7-Dibrom- 
stearinsaure2®, (Oleo- bzw. Elaido-)9.10-Dibrom-stearinsaure2? und 
9,9.10.10-Tetrabrom-stearinsaure®®) erhielten wir durch Bromaddition an die 
entsprechenden ungesattigten Fettsiuren. Die zwecks Vergleichs' mit den beiden 
isomeren 9.10-Dibrom-stearinsiuren' untersuchten; 9,10-Dihydroxy-stearin- 
siuren (niedrigschmelzende Oleo- und hochschmelzende Elaido-Form) wurden 
durch Permanganatoxydation von Elaidin- bzw. Olsdure. dargestellt?®, 2-H y- 
droxy-stearinsautre schlieBlich fiel als Nebenprodukti heider Darstellung der 
#-Octadecensiure (s. 0.) ab*, 

Die Sauren gelangten in m/50—m/100-Lésungen bzw, -Suspensionen der 
Kaliumsalze zur Anwendung; nur bei den ungesattigten cis-Saiuren ergaben sich 
praktisch klare Lésungen. Das Auf 6:en der in Carboxylnahe bromsubstituierten 
Stearinsiuren in verd. Kalilauge muBte vorsichtig und inj der Kalte geschehen, um 
Bromabspaltung zu vermeiden, Die Liésungen ‘von 2-Brom: ‘und 2.3-Dibrom- 
stearinsiure wurden vor der Verwendung frisch bereitet, in Eis aufbewahrt und 
nur einen Tag verwendet. Daas: / 


IV. Reaktionsmessungen 


Alle Versuche wurden bei 30° nach der klassischen Thunberg-Methodik 
ausgefiihrt. Das Volumen der zu verschied nen Zeiten mit unterschiedlichem 
Material durchgefiihrten Versuchsansatze variierte zwischen 2 und 6 ml, in denen 
1—2 ml phosphatgepufferte Enzymlésung, 0,5—2 mi Substratlésung (in Form 
der Kaliumseifen), 0,5—1 ml Farbstofflésung und als Rest evtl. m/10-Phosphat- 
pufferlésung (pq 7,5) enthalten waren. Die Substratkonzentration variierte in 
verschiedenen Versuchsreihen zwischen m/140 und m/500, die Farbstoffkonzen- 
tration zwischen m/7000 und m/24000. Als Acceptorfarbstoffe kamen Methvlen- 
blau, 2.6-Dichlorphenol-indophenol (Tillmans-Reagens) und der Indamin- 


18 Vgl. W. Franke, L. Lee u. D. Kibat, Biochem. Z. 319, 263 [1949]. 
19 G. W. Ellis, Biochem. J. 26, 791 [1926]. 
20 J. van Loon, Ree. Trav. chim. Pays-Bas 46, 492 [1927]. 
4 1 K. Kino, J. Soc. chem. Ind., Japan, Suppl. Binding [Kogyo Kwagaku 
Zasshi] 32, 187 B [1929]. 
22 G.S. Myers, J. Amer. chem. Soc. 73, 2100 [1951]. 
°° G. Ponzio, Gazz. chim. ital. 84 (IL), 77. [1904]. 
* Gattermann-Wieland, Die Praxis des organ. Chemikers, S. 144 
(Berlin u. Leipzig 1933). 
*5 §. Piotrowski, Ber. dtsch. chem. Ges. 28, 2531 [1890]. 
*6 A. Eibner, L.Widenmayer u. E.Schild, Chem. Umschau Gebiete 
Fette, Ole, Wachse, Harze 84, 312 [1927]. 
7 D. Holde u. A. Gorgas, Z. angew. Chem. 89, 1443 [1926]. 
°8 0. Overbeck, Liebigs Ann. Chem. 140, 39 [1866]. 
29 G.M. Robinson u. R. Robinson, J. chem. Soc. [London] 1925, 175; 
A. Lapworth u. E. N. Mottram, J. chem. Soc. [London] 1925, 1628; T. P. Hil- 
ditch, J. chem. Soc. [London] 1926, 1828. 
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farbstoff Bindschedlers Griin (Normalpotentiale bei py 7 resp. 0,011, 0,217 F 


und 0,224 V) zur Anwendung. 
Nach der friiher (S. 58) gegebenen Formel wurde aus den Entfarbungszeiten 


ohne und mit Substrat (tf, bzw. t) die Dehydrierungsintensitat J berechnet, 
In einigen Fallen wird im folgenden auch die Dehydrierungsaktivitat 
I, = I/mg Enzymtrockengewicht (erhalten nach Dialyse) angegeben. 


Versuchsergebnisse 


I. Dehydrierung ungesattigter Fettsaiuren 


1. Versuche mit Leberenzym 

Wir begannen unsere Untersuchungen mit einer Nacharbeitung der 
Methylenblau-Versuche von Lang und Mayer’, die sich, wie Tab.] | 
zeigt, im Prinzip bestitigen lieBen. 

Die Ansatze enthielten in 2 mi 1 mi Rattenleberextrakt (11,2 mg Trocken. | 
gew.), 0,5 ml m/50-Substrat, 0,5 m/ m/6000-Methylenblau, dazu 50 y Muskel- |” 
Adenylsiure (Henning-Berlin). In Klammern sind die aus den Entfarbungs. | 
zeiten der Arbeit von Lang und Mayer berechneten J-Werte zum Vergleich | 
angegeben. 


Tab. 1. Dehydrierung gesittigter und ungesattigter Fettsiuren 
mit Rattenleberenzym und m/24000-Methylenblau. 





Substrat . Substrat ; 
(K-Salz) t (Min.) (K-Salz) t (Min.) 


a a Olsure . . . 1,20 (1,20) 
Palmitinséure| 14 Linolskure . . 1,10 (0,75) 
Stearinsaure 22 Linolensaure . 0,95 (-) 

















Das Bild anderte sich, als wir zu 2.6- Dichlorphenol-indophenol | 
iibergingen: wahrend bei Methyienblau die gesattigten Fettsiuren mehr. 3 
mals rascher als die ungesittigten dehydriert wurden, war das Verhiiltnis 
nun noch ausgepragter nach der entgegengesetzten Richtung verschoben. | 


Die Versuchsreihe der Tab. 2 ist mit dem gleichen Enzym, jedoch mit 1 nl F 
m/2500-Tillmans-Reagens und ohne Coenzym-Zusatz durchgefihrt. 4 


Tab. 2. Fettsiure-Dehydrierung mit Rattenleberenzym und m/10000- 
2.6-Dichlorphenol-indophenol. 


Substrat t (Min.) | ri | Substrat 








= Olsiure. . . 


Palmitinsaéure . . Linolséure 
Stearinséure. . . Linolensaure . 














Wir beobachten hier also ganz ihnliche Verhiltnisse wie friiher" : 


bei der Fettsiure-Dehydrierung durch Samenextrakte aus Gramineen. | 
Ahnlich wie dort erweist sich auch Bindschedlers Griin als ausgezeich- | 
neter, nichttoxischer®® Acceptorfarbstoff, wie Tab. 3 in Gegeniiberstellung | 
zu Tillmans-Reagens an einem besonders aktiven Leberenzym belegt. 


80 Vgl. dagegen M. Phillips, W.M.Clark u. B. Cohen, Publ. Health 
Rep. Suppl. Nr. 61 [1927]. 
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Die Ansétze entsprechen denen der Tab. 1 und 2 (ohne Coenzym). Enzym- 
trockengew. 4,7 mg. 


Tab. 3. Vergleich von 2.6-Dichlorphenol-indophenol (m/16000) und 
Bindschedlers Griin (m/8000) bei Rattenleberenzym. 





2.6-Dichlorphenol-indophenol Bindschedlers Griin 


t 
Substra t (Min.) I ly 





= >200 — 
Stearinsiure . i 48 2,0 
Olsaure . ...- 3 50 11,7 
Linolsiure . . : 4,5 22,2 4,7 
Linolensaure . 6,0 3 33 7,0 























Das hier verwendete Leberenzym ist dem friiher untersuchten 
Gramineenenzym um fast eine GréBenordnung an Wirksamkeit iiber- 
legen. Bemerkenswert ist, da das Wirkungsoptimum des tierischen 
Enzyms bei der Olsaure, das des pflanzlichen bei der Linolsiure 
liegt. 

Der Einflu8 eines Adenylsaure-Zusatzes war in unseren Versuchen wenig 
ausgepragt, weshalb wir gerade bei den Indophenol-Ansitzen mit ihren guten 
Umsitzen darauf verzichteten, umso mehr, als bei Adenylsiure-Zusatz haufig 
eine unerwiinscht starke Verkiirzung der Leerentfairbungszeiten auftrat. Tab. 4 
zeigt beim gleichen Leberenzym den EinfluB von 100 y Adenylséiure (AMP) auf 
die Methylenblau- und die Indophenolentfarbung. 


Tab. 4. Entfarbung von Methylenblau (m/24000) und 2.6-Dichlorphenol-indophenol 
(m/10000) ohne und mit Adenylsaure (100 ) 


2.6-Dichlorphenol-indo- 
Methylenblau phenol 


Substrat ohne AMP mit AMP ohne AMP mit AMP 
t | I t | I “ | # 
167 | — uz | — | 675] — 


73 | 0,77 50 1,07} 36 1,50 
52 1,32 7 13,4 4,5 | 20,5 

















Die Aktivierung durch AMP-Zusatz ist beim Indophenol knapp 1%%fach, 
beim Methylenblau 1144—2%%fach, wobei im letzteren Fall die Auswertung wegen 
der ziemlich geringen Differenz zwischen ¢ und t, problematisch ist. Letzteres gilt 
auch fiir einige Indophenol-Versuche an Rinderleber-Enzym, in denen wir fiir 
die gesittigten Fettsiuren héhere Aktivierungsgrade bei AMP-Zusatz (3—6fach) 
beobachteten, wahrend die Aktivierung bei der weitaus am besten angegriffenen 
Olsiure kaum das 2fache erreichte, und zwar sowohl bei frischem wie bei 15 Stdn. 
dialysiertem Enzym. Die Frage der Coenzym-Effekte bedar? aber zweifellos noch 
weiterer Untersuchung. 


Wir geben schlieBlich in Tab. 5 drei zu verschiedenen Zeiten mit 
verschiedenem Enzymmaterial ausgefiihrte Versuchsreihen mit 2.6- 
Dichlorphenol-indophenol als Acceptor wieder, in denen eine gréBere 
Auswahl ungesittigter Fettsiuren als Substrate gepriift wurde. 
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Tab. 5. Fettsiure-Dehydrierung mit Rattenleberenzym und 2.6-Dichlorphenol. 
indophenol als Acceptor. 





I (1953) TI (1952) TIT (1952) 

Substratkonz. m/300 m/140 m/140 

Farbstoffkonz. m/12000 m/7000 m/7000 
t (Min.) bzw. I | 





ohne Substrat 
Stearinsaure 
4?-Octadecen- 
saure 

Petroselinsiure 
Olsdure 
Elaidinsaiure 14 
Stearolsaiure » 10 
Linolsaure 5 
Linolensaure 3° 

Wenngleich die Reihen nur halbquantitativ gewertet werden diirfen | 
und auf kleinere Unterschiede in den Spalten schon wegen der sehr unter- | 
schiedlichen Léslichkeit der Seifen kein gré8eres Gewicht gelegt werden | 
darf, so erkennt man doch deutlich, dab die ungesittigten Fettsiuren | 
meist besser, bisweilen ebenso gut angegriffen werden wie die gesiittigte | 
Stearinsiure. Dies gilt — von der letzten Versuchsreihe abgesehen — | 
auch fiir die hier besonders interessierende A*-Octadecensaure. | 
Bemerkenswert ist ferner die Unterlegenheit der Elaidin- gegeniiber | 
der Olsiure, worin héchstwahrscheinlich nicht nur ein Léslichkeits., 7 
sondern ein echter, sterischer Effekt zum Ausdruck kommt*!. Die drei- 7 
fach ungesattigte Stearolsiure steht in ihrem Verhalten der Olsiure © 
im allgemeinen naher als der Elaidinsiure. 

Erwahnt sei zur Sicherheit noch, daB die enzymatische Natur der beob- © 
achteten Dehydrierungen durch mehrfache Kontrollen mit gekochtem Enzym |- 
einwandfrei erwiesen wurde. 4 
2. Versuche mit Pflanzensamenenzym 


Die Ergebnisse dieser Versuche waren weniger eindeutig als die an | 


tierischem Enzymmaterial erhaltenen. Zunichst ist, wie schon friiher™ a 
festgestellt worden war, das Dehydrierungsvermégen der meisten 7 
Pflanzensamen gegeniiber gesiittigten héheren Fettsaiuren gering; am 
besten geeignet erwies sich noch Kiirbissamen, der aber andrerseits © 
keine mehrfach ungesiattigten Fettsiuren angreift!*16 4 

Dabei ergab sich, daB in manchen Fallen auch durch Aufkochen oder Saure- 
einwirkung (pH 2) ,,inaktivierte‘’ Extrakte noch ein erhebliches Reduktions- ) 
vermégen gegeniiber Acceptorfarbstoffen (Tillmans-Reagens und Bindschedler © 
Griin) besaBen, das durch Fettsaurezusatz weiter erhéht wurde, wodurch eile | 
Enzymwirkung vorgetiuscht werden konnte. In anderen Fallen waren Thermo- 
und pq-Labilitét einer Enzymwirkung eindeutig vorhanden, wie der folgende 
Versuch belegt (Tab. 6). 


31 Vgl. die Verhaltnisse bei der Veratmung ungesattigter Fettsiuren durch 
Mykobakterien (I. c.'’), wo allerdings die Richtung der Effekte sich infolge 
,intramolekularer Atmungshemmung* umkehrt. 























iirfen | 
nter- | 
arden | 


iuren 


itigte | 
n— 
iure. | 
viiber | 
eits-, 7 
drei- © 


siiure 7 
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Tab. 6. Einflu8 von Erwairmung und Ansfuern auf die Dehydrierung von Oleat 
(m/200) mit Kiirbissamenenzym und 2.6-Dichlorphenol-indophenol (m/20000). 


Enzymvorbehandlung ty (Min.) | t (Min.) I 


-- 150 0,90 
Erwirmung auf 40° (30 Min.) . .. . 165 0,10 
Erwarmung auf 50° (30 Min.) . . .. 275 0,06 
Ansauern auf py 2 >275 0 














Eigenartig und fiir alle weiteren Versuchsreihen zu beriicksichtigen war die 
Beobachtung, daB haufig bei niedrigen Enzymkonzentrationen eindeutige thermo- 
labile Dehydrierungseffekte auftraten, waihrend bei héherer Enzymkonzentration 
die mit inaktiviertem Enzym erhaltenen Entfarbungszeiten sich weitgehend den 
mit nichtvorbehandeltem Enzym beobachteten naherten. Tab. 7 zeigt das Ergebnis 
einer derartigen Versuchsreihe mit variierter Enzymkonzentration. 


Tab. 7. EinfluB der Enzymkonzentration auf die mit frischem und mit gekochtem 
Kirbissamenenzym erhaltenen Entfarbungszeiten. m/200-Oleat; m/15000-2.6- 
Dichlorphenol-indophenol; Gesamtvolumen 2,0 ml; Enzymtrockengew. 14,5 mg/ml. 





Enzymlésung ohne Substr. mit Substrat 
ml 





0,5 frisch . . 
gekocht 
0,75 frisch 











Die Ursache der hohen Kontrollwerte gekochter Enzymlésungen bei 
hdherer Konzentration bedarf noch der Untersuchung; méglicherweise 
handelt es sich um bei der Denaturierung von Proteinen freigesetzte 
SH-Gruppen**. Auffallend und nicht erklart bliebe allerdings auch dann 
noch die Verkiirzung der Entfarbungszeit bei Substratzusatz. 


Tab. 8. Fettsiure-Dehydrierung mit Kiirbissamenenzym und 2.6-Dichlorphenol- 
indophenol als Acceptor. 


I (1953) II (1953) III (1955) 


Substratkonzentration m/200 
Farbstoffkonzentration 


t (Min.) bzw. I 








ohne Substrat 
Stearinsiure 
4-Octadecensaure 
Petroselinsiiure 
lsiure 
Elaidinsiure 
Stearolsiure . . 


Linolsiure 























*® V. Arnold, diese Z. 70, 300, 314 [1911]; neuere Literatur bei F. W. Put - 
nam inNeurath-Bailey, The Proteins I, 830f (Academic Press, New York 1953). 
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Tab. 8 gibt drei an Enzymmaterial verschiedener Herkunft aus. 
gefiihrte Versuchsreihen mit Stearinsiiure und verschiedenen ungesit. 
tigten Fettsiuren in der Darstellung der Tab. 5 wieder. 

Die beim tierischen Enzym (Tab. 5) meist gefundene Uberlege sheit 
der ungesittigten Fettsiiuren gegeniiber der Stearinsiure kehrt hier nicht 
‘ wieder, doch erweisen sich alle einfach ungesittigten Fettsduren ais de. 
hydrierbar, auch A?-Octadecensiure (nicht dagegen Linolsiure, 


s. 8. 64). Der cis-trans-Effekt bei O1- und Elaidinsaure tritt eben. |) 


falls. wenn auch etwas schwacher, wieder auf. 


Auf kleinere Differenzen ist auch bei diesen Versuchen kein groBer Wert zu [ 


legen. So zeigte sich z. B., daB® der Quotient “*“ “"*" ‘bei Material verschicdener 


leat 


Herkunft in recht weiten Grenzen schwankt (0,4—1,8, Mittelwert 1,2). Ob es sich | 


hier um zwei verschiedene Enzyme handelt oder ob eine variable ,,innere* Hemm 


des Dehydrierungsvorgangs evtl. auch der Leerreduktion durch die Doppelbindung : 


vorliegt'4, kann einstweilen nicht entschieden werden. 


II. Dehydrierung substituierter Fettsiuren 
1. Versuche mit Leberenzym 


Wir geben drei an verschiedenen Rattenleber-Extrakten ausgefiihrte 7 


Versuchsreihen mit Brom- und Hydroxy-stearinsiuren wieder, die sich 
an die Versuchsreihen der Tab. 5 anschlieBen und mit ihnen vergleich. 
bar sind. .- 


Tab. 9. Dehydrierung substituierter Fettsiuren mit Rattenleberenzym und 
2.6-Dichlorphenol-indophenol als Acceptor. 





I Il 


Substratkonzentration m/300 m/140 
Farbstoffkonzentration m/12000 m/7000 


t (Min.) baw. I b+ t 





bo 
s 
bo 


ohne Substrat > 240 
Stearinsaure 13 
2-Brom-stearinsaure . 12 
2-Hydroxy-stearinsiure ... . 
9-Brom-stearinsaure . 
2.3-Dibrom-stearinséure . . 
6.7-Dibrom-stearinséure . . 
9.10-Dibrom-stearinsaiure (Oleo- ) 
9.10-Dibrom-stearinsaure(Elaido-) 
9.10-Dihydroxy-stearinsaure 
(Oleo-) 2 
9.10-Dihydroxy- stearinsdure 
(Ae es ee : — — 
9.9.10.10-Tetrabrom- stearinsdure - 14 6,7 


Oo He OO He Go | mm 
—_ 
Hm Co Oo Hm WO Go GD OI bo 


~I 




















Man erkennt, daB alle Brom- und Hydroxy-fettsiuren dehydrierbar| 
sind, wenn auch in unterschiedlichem AusmaBe. Selbst eine so starke! 
Bromanhaufung wie in der Tetrabromstearinsiure vermindert die Dehy-| 
drierbarkeit des Fettsiuremolekiils nicht oder nur méB'g. Viele der Bron- 
substitutionsprodukte sind sogar besser dehydrierbar als die Stearinsaure 





ceo c cowry 
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selbst. Interessant ist der sterische Effekt, der bei den beiden 9.10- 
Dibrom-stearinsaduren auftritt und bei den zum Vergleich unter- 
suchten 9.10- Dihydroxy-stearinsiuren wiederkehrt: stets erweisen 
sich die hochschmelzenden (Elaido-)Formen schlechter angreifbar als die 
niedrigschmelzenden (Oleo-)Formen. Die Beziehung zum Verhalten der 
Ol- und Elaidinsiure (Tab. 5) ist unverkennbar. Besonders bemerkens- 
wert ist noch die gute Dehydrierbarkeit der 2.3- Dibrom-stearinsaure, 
in der aller Voraussicht nach der Angriffspunkt der klassischen 2:3- 
Dehydrierung blockiert ist. Der Befund steht aber im Einklang mit der 
friher (Tab. 5) bereits nachgewiesenen Dehydrierung der 4?-Octa- 
decensadure. 


2. Versuche mit Pflanzensamenenzym 
Die Versuche der Tab. 10 sind mit dem gleichen Enzymmaterial 
wie die der Tab. 8 durchgefiihrt worden. 


Tab. 10. Dehydrierung substituierter Fettsiuren mit Kiirbissamenenzym und 
2.6-Dichlorphenol-indophenol als Acceptor. 





il 


Substratkonzentration m/200 
Farbstoffkonzentration m/10000 


t (Min.) bzw. I t | 





ohne Substrat 28 
IPMAGURIIRC oa so, ce. os: sm ps ivy 14 
2-Brom-stearinsaure Ss 
2.3-Dibrom-stearinsaéure 15 
9.10-Dibrom-stearinsaéure (Oleo-) . . 13 
9.10-Dibrom-stearinsaure (Elaido-) . - . = 
9.10-Dihydroxy-stearinsaure (Oleo-) . xe 
9.10-Dihydroxy-stearinsaure (Elaido-) |’ — 
9.9.10.10-Tetrabrom-stearinsiure . . - ~ 16 2,7 




















Die Versuche bestitigen im grofen ganzen die friiher am Leber- 
enzym gewonnenen Ergebnisse, wenn auch die Effekte wegen der wesent- 
lich geringeren Enzymaktivitaét weniger deutlich sind. Auch hier kehren 
die friiher beobachteten sterischen Effekte bei den 9.10-Disub- 
stitutionsprodukten wieder, ebenso die Donatorwirkung der 2.3-Dibrom- 
stearinsiiure. 


Diskussion 


Trotz der vorlaufigen Natur der vorliegenden Untersuchungen schei- 
nen uns vor allem zwei Ergebnisse ein gewisses Interesse zu bieten. Das 
erste sehen wir in der Tatsache, daB auch und gerade ungesittigte 
Fettsiuren — im Gegensatz zu ilteren Literaturangaben®-§ — durch 
tierische Enzyme leicht dehydriert werden, wenn man an Stelle des 
iiblichen Acceptorfarbstoffs Methylenblau z.B. 2.6-Dichlorphenol .indo- 


5* 
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phenol oder Bindschedlers Griin verwendet. Das entspricht den Ver. 
haltnissen, wie wir sie friiher fiir Extrakte aus gewissen Pflanzen. 
samen (Gramineen, Soja, Lein) festgestellt hatten!*. Es liegt nahe, die 

rsache im héheren Redoxpotential der Indophenol- und Indamin- 
Farbstoffe zu sehen (vgl. S. 62). 


Fille, in denen z. B. Indophenole sich bewahrten, wo Methylenblau versagte 
oder schlecht wirksam war, sind nicht selten (vgl. z. B. tierische Monoamino- 
Oxydase**, pflanzliche Glykolico-Dehydrase™, Glucose-Oxydase®* und Uricase* 
der Schimmelpilze). Meist handelt es sich um Flavinfermente und es ist vermutet 
worden, da8 die erwahnte Erscheinung auf das relativ hohe Flavinpotential in 
diesen Proteiden zuriickgeht*’. Andererseits ist friiher fiir die Fettsauredehydrierung 
durch Pflanzenfermente schon darauf hingewiesen worden, ,,daB man sich beim 
Methylenblau_ bereits der thermodynamischen Grenze der Acceptorwirkung 
nahert“!4, Schwer verstandlich bleibt immer noch, da8 beim Ubergang vom Me. 
thylenblau zu Tillmans-Reagens oder Bindschedlers Griin sich die Donator. 
wirksamkeit von gesittigten und ungesittigten Fettsiuren gerade umkehrt. Még. 
licherweise wirkt sich nach dem Fallen der Potentialschranke die viel héhere Lis. 
lichkeit bzw. Konzentration der Salze ungesattigter Fettséiuren aus. 


Das zweite wesentliche Ergebnis dieser Untersuchung erblicken wir 
darin, daB sie fiir Leberenzym und — wenn auch weniger eindeutig — 
fiir Samenextrakte wahrscheinlich macht, da das gleiche Material so- 
wohl eine 2:3- als auch eine 9:10-Dehydrierung durchzufiihren vermag. 
Anders scheint die Donatorwirkung einerseits von Olsiure und 9.10- 
Dibrom-stearinsiure, andererseits von A?-Octadecensiure und 2.3- 
Dibrom-stearinsiure schwer deutbar zu sein. Auffallend ist an unseren 
Versuchen nur, da8 sich die Blockierung des einen Abbauwegs in diesen 
Substraten quantitativ so wenig auswirkt. 


Unlangst haben Bernhard, Gloor und Scheitlin® gezeigt, daB 2.3- 
Dideuterio-stearinsiure, nicht dagegen 9.10-Dideuterio-stearinséure bei Ver- 
fiitterung an Ratten mit Ductus-thoracicus-Fisteln einen Teil ihres Deuterium- 
gehalts einbiiBen, wie die Isotopenanalyse der aus der Lymphe isolierten Stearin- 
siure zeigte. Danach wiirde die in der Darmwand vorhandene Dehydrase*® nur 
eine 2:3-Dehydrierung ausfiihren kénnen. Es bleibt mit unserer Methodik fest- 
zustellen, ob zwischen Darm- und Leberenzym ein Unterschied der genannten 
Art besteht. 


Die Deutsche Forschungsgemeinschaft hat diese Untersuchung durch 
eine Sachbeihilfe und ein dem einen von uns (H. F.) gewahrtes Stipendium ge- 
férdert, wofiir wir unseren besten Dank aussprechen. Desgleichen sind wir dem 
Verband der Chemischen Industrie fiir Mittel zur Beschaffung von Literatur 
sehr verbunden. 


33 F, J. Philpot, Biochem. J. 31, 856 [1937]. 

34 W. Franke u. I. Schulz, Liebigs Ann. Chem. 578, 147 [1952]. ; 

35 W. Franke u. F. Lorenz, Liebigs Ann. Chem. 582, 1 [1937]; W. Franke | 
u. M. Deffner, Liebigs Ann. Chem. 541, 117 [1939]. : 

36 W. Franke, E.M. Taha u. L. Krieg, Arch. Mikrobiol. 17, 255 [1952]; © 
W. Franke u.L. Krieg, Chem. Ber. 85, 779 [1952]. é 

87 W. Franke, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh. Hyg., 
I. Abt. 160, 194 [1953]; W. Franke u. I. Schulz, diese Z. 303, 30 [1956]. 

38 K. Bernhard, U. Gloor u. E. Scheitlin, diese Z. 299, 235 [1955]. 

39 H.-D. Cremer, diese Z. 268, 240 [1940]. 
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Zusammenfassung 


1. Ungesittigte héhere Fettsiuren (Ol-, Linol-, Linolensiure) werden 
von Leberenzym — in Analogie zum friiher untersuchten Samenenzym 
z.B. aus Gramineen — intensiv dehydriert, wenn an Stelle von Methylen- 
blau 2.6-Dichlorphenol-indophenol oder Bindschedlers Griin als Ac- 
ceptoren verwendet werden. 

2. Nach Modellversuchen an der Succino-Dehydrase des Muskels, 
die Monobrombernsteinséure, nicht dagegen Dibrombernsteinsauren de- 
hydriert, wurde das Verhalten von 9.10- und 2.3-Dibrom-stearinsiure 
gegen Leber- und Kiirbissamenenzym gepriift. Beide Substrate werden 
— ebenso wie Olsiure und A?-Octadecensiure — mit vergleichbarer 
Geschwindigkeit dehydriert, was fiir das gleichzeitige Vorkommen von 
2:3- und 9:10-Dehydrierung in diesen Enzymmaterialien spricht. 

3. Von den beiden isomeren 9.10-Dibrom- und Dihydroxy-stearin- 
siuren wird stets die niedrigschmelzende (Oleo-)Form rascher ange- 
griffen. Dem entspricht ein ahnlicher sterischer Effekt bei Olsiure und 
Elaidinsiure. 


Summary 


1. Unsaturated fatty acids such as oleic, linoleic and linolenic acid 
are extensively dehydrogenated by liver enzyme when 2.6-dichloro- 
phenolindophenol or Bindschedler’s green are employed as acceptors in 
place of methylene blue. The action of the liver enzyme is analogous to 


that of the seed enzyme of the Gramineae previously investigated. 

2. The behaviour of 9.10 and 2.3-dibromostearic acid towards liver 
and pumpkin seed enzyme was investigated on the basis of model ex- 
periments with muscle succinic dehydrogenase which dehydrogenates 
monobromosuccinic acid but not dibromosuccinic acids. Both substrates 
like oleic and A?-octadecenoic acid are dehydrogenated at comparable 
rates which indicates that 2:3 and 9:10-dehydrogenation occurs simul- 
taneously in these enzyme materials. 

3. Of the two isomeric 9.10-dibromo and 9.10-dihydroxystearic acids 
the lower melting (oleo) form is always attacked more rapidly. This 
corresponds to a similar steric effect in the case of oleic and elaidic acid. 
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Uber Oxydationsfermente aus héheren Pflanzen 


Ill. Versuche zur relativen Acceptor- und Donatorspezifitat 
der Glykolico-Dehydrase * 


Von 
Wilhelm Franke, Inge Schulz und Werner de Boer 
Aus dem Institut fiir Girungswissenschaft und Enzymchemie der Universitit K6in 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. September 1955) 


In der I. Mitt. dieser Reihe' war der nach vorausgegangenen Un. 
tersuchungen russischer? und amerikanischer* Autoren noch unklar ge- 
bliebene enzymtypische Charakter des glykolsiiureoxydierenden Fer. 
ments aus Griinpflanzen geklirt worden. Aus Versuchen mit selektiver 
Vergiftung der in unseren Rohpraparaten stets noch vorhandenen Ka- 
talase mit Schwermetallkomplexbildnern hatte sich eindeutig ergeben, 
daB dieses Ferment eine hydroperoxydliefernde Aerodehydrase mit 
einer relativen, auf Wasserstoffacceptoren héheren Redoxpotentials 
beschrankten Acceptorspezifitait darstellt. Die Verhaltnisse entsprachen 
weitgehend den friiher bei der sog. Glucose-Oxydase* und der Uricase’ 
der Schimmelpilze gefundenen. 

Fast gleichzeitig erbrachten auch Kenten und Mann® in England auf 
andere Weise den Nachweis der Hydroperoxydbildung. Sie benutzten hiermu | 
zunachst ein komplexes — Peroxydase, Katalase, p-Kresol und Mangan(II)-sulfat | 
enthaltendes — Reaktionssystem in Pyrophosphatpuffer, in dem intermediar [| 
entstehendes Hydroperoxyd rotes Mangan(IlI)-pyrophosphat bildete, das mano. [| 
metrisch durch Umsetzung mit Hydrazin (Stickstoff-Bildung) bestimmt wurde’; | 
spiter stellten sie mit gereinigten, katalasefreien Enzympraparaten erhdéhte 
Sauerstoffaufnahme und sekundare (nicht-enzymatische) Weiteroxydation primar 
gebildeter Glyoxylsiure bzw. Brenztraubensiure fest. Ahnliche Versuche der 
letzteren Art wurden auch von Izawa und Tsukamoto® sowie von Zelitch 
und Ochoa® ausgefiihrt. Die beiden letztgenannten Autoren erkannten die (von 


* TI. Mitt.: W. Franke u. H. Frehse, diese Z. 298, 1 [1954]. 
1 W. Franke u. I. Schulz, Liebigs Ann. Chem. 578, 147 [1952]. : 
2 Pp. A. Kolessnikow, Ber. Akad. Wiss. UdSSR 60, 1205, 1353 [1948]; © 
Biochimia 14, 124 [1949]; Nachr. Akad. Wiss. UdSSR, Biol. Ser. 1950, Nr. 4, 87. 7 
3 C.0. Clagett, N. E. Tolbert u. R.H. Burris, J. biol. Chemistry 178. © 
977 [1949]. i 
4 W. Franke u. F. Lorenz, Liebigs Ann. Chem. 581, 1 [1937]; W. Franke | 
u. M. Deffner: ebenda 541, 117 [1939]. 
5 W. Franke, E. M. Taha u. L. Krieg, Arch. Mikrobiol. 17, 255 [1952]; } 
W. Franke u. L. Krieg, Chem. Ber. 85, 779 [1952]. 
6 R. H. Kenten u. P.J.G. Mann, Biochem. J. 52, 125, 130 [1952]. 
7 R. H. Kenten u. P.J.G.Mann, Biochem. J. 45, 255 [1949]. 
8 §. Izawa u. A. Tsukamoto, J. Biochemistry 41, 187 [1954]. 
® T. Zelitch u. 8S. Ochoa, J. biol. Chemistry 201, 707 [19531. 
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uns bereits vermutete!®) Flavinferment-Natur der Glykolico-Dehydrase und 
wiesen Lactoflavinphosphat als prosthetische Gruppe nach. 

In einer vorausgegangenen Verdffentlichung™ berichteten wir iiber 
das Vorkommen einer Glykolico-Dehydrase auch in Schimmelpilzen, 
die in ihren Eigenschaften in mehrfacher Hinsicht vom Griinpflanzen- 
ferment abwich. Sie konnte zwar eine sehr viel gréBere Zahl von 
Wasserstoffacceptoren verwerten als das letztere, zeigte andererseits 
aber nur andeutungsweise die Fahigkeit zur Reaktion mit Sauerstoff. 
Ferner vermochte sie im Gegensatz zum Griinpflanzenenzym* ® L-Milch- 
dure generell rascher zu oxydieren als Glykolsiure. 


Da das Geschwindigkeitsverhaltnis zwischen Sauerstoffreaktion und 
Farbstoffreduktion bei Fermentpraiparaten aus Griinpflanzen bisher in 
keinem Fall bestimmt worden war, sollten in erster Linie Versuche dieser 
Art an einer gréBeren Zahl von Pflanzen nachgeholt werden. Es war 
immerhin denkbar, daB dieses Verhaltnis von Pflanze zu Pflanze be- 
trichtlich variierte und der erwihnte Unterschied zwischen Griinpflan- 
zen- und Schimmelpilzferment daher nicht grundsatzlicher, sondern nur 
relativer Natur war. 


Ein Prazedenzfall lag bei der tierischen Xanthindehydrase, gleichfalls 
einem Flavinferment?*, vor: wahrend das Enzym bei Saugetieren eine typische 
Aerodehydrase ist, tritt beim Enzym des Vogel-Organismus nach neueren 
Untersuchungen!’ die aerobe Funktion ganz zuriick. Im Schimmelpilz Asp. oryzae 
scheint je nach dem verwendeten Stamm sowohl aerobe! als auch anaerobe!® 
Glucose-Dehydrase vorzukommen. 


Die nachstehenden Versuche zeigen, da die Abgrenzung des An- 
giospermen- gegeniiber dem Schimmelpilzferment hinsichtlich der Ac- 
ceptorspezifitat scharf ist. Das gleiche gilt auch fiir das Geschwindig- 
keitsverhaltnis von Lactat- und Glykolat-Dehydrierung. 


Methodik 


I. Pflanzenmaterial: In den beiden ersten Spalten der Uberaicht auf 
8.72 sind die untersuchten Pflanzenarten sowie die Zeitpunkte der Untersuchung 
verzeichnet; die beiden Daten beziehen sich in dieser Reihenfolge auf den 1. bzw. 
2, Abschnitt des Versuchsteils. In der letzten Spalte finden sich Angaben iiber 
Herkunft, Alter, Vegetationsphase usw. des Pflanzenmaterials. 


Die Untersuchung einiger weiterer Pflanzenarten (Spinat, Sauerklee, Sauer- 
ampfer, Hafer, Eibe, Adlerfarn) lieferte keine brauchbaren Resultate, sei es, daB 

10 W. Franke u. I. Schulz, Naturwissenschaften 39, 453 [1952]. 

1 W. Franke u. I. Schulz, diese Z. 808, 30 [1956]. 
ni E. G. Ball, Science [New York] 88, 131 [1938]; J. biol. Chemistry 128, 
51 [1939]. 

18 PD. A. Richert u. W. W. Westerfeld, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 76, 
252 [1951]; Ch. Remy, D. A. Richert u. W. W. Westerfeld, J. biol. Chemistry 
198, 649 [1951]. 

4 W. Franke, Liebigs Ann. Chem. 555, 111 [1944]; vgl. Zbl. Bakteriol., 
Parasitenkunde, Infektionskrankh. Hyg., I. Abt. 160, 194 [1953]. 

18 'Y. Ogura, Acta phytochim. [Tokyo] 11, 127 [1939]. 
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Pflanzen Untersuchungszeit Bemerkungen 





Dikotyledoneae 
Hortensie (Hydrangea hybrida) | 17. 4. 53/29. 7.54 | Gartenpflanze,4—5 Jahre 
alt 


Sommerlinde (Tilia platy- Alleebiume, etwa 60 
15. 4. 53/15. 8. 55 Jahre alt 


phyllos) 
Sonnenblume (Helianthus 

annuus) 27.7. 53/22. 7.55 | Blithende Gartenpflanzen 
Wirsing (Brassica oleracea) . .| 26. 6. 53/20. 7.55 | Aus dem Handel 
Kopfsalat (Lactuca capitata) .| 27. 2. 53/29. 7.54 | Aus dem Handel 


Monokotyledoneae 

Maigléckchen (Convallaria Aus dem Ké6nigsforst >, 
majalis) 31. 7. 53/5. 8. 55 Kéln 

Lauch (Allium porrum) . . .| 14. 8. 53/27.7.55 | Aus dem Handel 


Gerste (Hordeum distichum) .| 27.11. 52/13.10.53 | a) Aus dem Institutsgar. 
ten, etwa 15 cm hoch; 


b) Freilandpflanzen, etwa 
‘ 17 cm hoch 

26. 7. 54/— 158 Freilandpflanzen (Futter. 

saat), etwa 15 cm hoch 





Mais (Zea mays) 








die Enzymaktivitat zu gering war, sei es, daB sie wegen hoher Eigenatmung der 
Extrakte bzw. Eigenreduktion im Farbstoffversuch nach unserem Auswertungs- 
verfahren nicht sicher festgestellt werden konnte. 

II. Die Herstellung von Enzymlésungen erfolgte, wie friiher! naher 
beschrieben, durch Extraktion des Pflanzenmaterials mit m/15-Na,HPO, im 


,»Starmix‘‘ und anschlieBendes Zentrifugieren. Wegen der z.T. geringen Be- 
standigkeit der Extrakte wurden diese auf Eis aufbewahrt und alle Versuche am 
Tage der Herstellung der Enzymlésung ausgefiihrt. 

Ill. Aktivitatsbestimmungen wurden durchweg bei 30° teils nach der 
Warburg., teils nach der Tunberg-Methodik mit 2.6-Dichlorphenol-indophenol | 
(Tillmans-Reagens) durchgefiihrt, und zwar im sog. ,,Normalansatz“: 


1—3ml Enzymlésung 
1 ml m/10-Natriumglykolat bzw. m/5-pL-Natriumlactat 


1 ml m/5-Phosphatpuffer (px 7,5) 
Wasser auf 5 ml Gesamtvolumen; 
Thunberg-Ansatze enthielten im gleichen Volumen | ml m/1000-Farbstoff (meist 
im Puffer gelést). 
Als Ausdruck der aeroben Enzymaktivitat diente grundsatzlich die 
»AtmungsgréBe Qo, in Luft (mit Substrat): 
0: ™ ‘mg Enzymtrockengew. x Stdn. * 


Zu Vergleichszwecken wurde um die Eigenatmung go, der Enzymldsung korrigiert, 
so daB das eigentliche Aktivitatsma8 Qo,— qo, (aus dem 60 Min.-Wert der Sauer- 
stoff-Aufnahme berechnet) war. Trockengewichtsbestimmungen erfolgten nach 
48stdg. Dialyse gegen Leitungswasser bei 105°. 


154 Verschiedene gegen Abschlu8 der Untersuchung (August 1955) unter- 
suchte Proben von Maisblattern zeigten keine ausreichende enzymatische Aktivitat 


mehr. 





Gers 
der - 
aktii 
dem 
mitt 
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Als primares anaerobes AktivitatsmaB diente die ,,spezifische Dehydrierungs- 
i itat* 
asst I, = I/mg Enzymtrockengewicht, 
worin J der Thunbergsche Ausdruck 100 (1/t— 1/t,) ist (t und t, Entfarbungszeiten 
mit und ohne Substrat). Fiir die Bestimmung des Aktivitétsverhaltnisses aerob/an- 
aerob ist es ein Nachteil, daB Qo, — go, und J, keine direkt vergleichbaren MaBstabe 
darstellen. Man kann J, jedoch in ein mit Qo,— qo, vergleichbares anaerobes 
AktivitatsmaB (Qo,— qo )an umwandeln, wenn man die Aquivalenz von 1 ml 
m/1000-Acceptorfarbstoff mit 11,2 ul O, beriicksichtigt. Bezeichnet man mit tr 
die ,,reduzierte‘‘ Entfarbungszeit in Min. 
I = 100/tr (I) 
und wird da8 obige Sauerstoff-Aquivalent in der Zeit tr verbraucht, dann betragt 
der ,,Sauerstoff-Verbrauch* in 60 Min. (der Zeiteinheit der ,,AtmungsgriBe‘‘) 
11,2 x 60 
i ne 
oder — nach Elimination von ér aus (I) — 


6,72 x I = (Qo,— 70.)an X mg Enzymtrockengew. (II1) 
baw. 
6,72 x Ip = (QO, — 90,)an- (IV) 


Die mit 6,72 multiplizierten J,-Werte sind also korrigierten ,,AtmungsgréBen“ 
aquivalent}® und werden in den folgenden Tabellen entsprechend verwendet. 

IV. Substrate: Es wurde reine krist. Glykolsadure der Fa. Hey], Hildes- 
heim und reine racem. Milchsaure der Fa. Boehringer Séhne, Ingelheim?’, 
verwendet. Zu einigen Vergleichsversuchen stand eine kleine Probe von D(—)- 
Milchsiure der Fa. Merck, Darmstadt, zur Verfiigung. 


= (Qo, — 90,)an X mg Enzymtrockengew. (II) 


Versuchsergebnisse 


1. Das Verhaltnis von aerober und anaerober Aktivitat in 
Extrakten verschiedener Griinpflanzen 

Die Abbildung (S. 74) zeigt am Beispiel von Sonnenblume und 
Gerste typische Kurven der Sauerstoff-Aufnahme in Abhangigkeit von 
der Enzymkonzentration, wie sie zur Berechnung der aeroben Enzym- 
aktivitaét dienten. In Tab. 1 sind fiir neun verschiedene Pflanzen auBer 
dem Enzymtrockengewicht/m/ die fiir drei Enzymkonzentrationen er- 
mittelten Sauerstoff-Aufnahmen der 1. Stde. mit und ohne Substrat, 
diedaraus berechneten (Qo,—4o,)-Werte und — in der letzten Spalte — 
der Mittelwert der aeroben Aktivitait verzeichnet. Tab. 2 enthilt die 
gleichen bzw. entsprechenden Angaben fiir die anaerobe Aktivitat 
derselben Enzymlésungen. 

16 Sie stellen allerdings insofern Minimalwerte der anaeroben Aktivitat 
dar, als die Farbstoffkonzentration im Thunberg-Versuch dauernd abnimmt, 
wihrend der Sauerstoff-Partialdruck im Warburg-Versuch praktisch konstant 
bleibt. Zur Kinetik der Farbstoffreduktion (Methylenblau) vgl. z. B. a) J. H. 
Quastel u. M.D.Whetham, Biochem. J. 18, 519 [1924]; J. H. Quastel, 
Biochem. J. 20, 166 [1926]. — b) H. Wieland u. A. Bertho, Liebigs Ann. Chem. 
467, 95 [1928]; A. Bertho, Liebigs Ann. Chem. 474, 1 [1929]. — c) J. Yudkin, 


Biochem. J. 28, 1454 [1934]. — d) J. Jongbloed: Z. Biol. 98, 497 [1938]. 
17 Herrn Prof. Dr. K. Zeile danken wir fiir die liebenswiirdige Uberlassung 


| des Praparats. 
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Sauerstoff-Aufnahme in ,,Normal- 
ansaitzen‘‘ mit Glykolat und Ex. 
trakten aus Sonnenblumen (a)- bzw, 


Gerstenblattern (b). 
‘a I, II, IIT Ansatze mit resp. 1, 2 und 























3 ml Enzymlésung. Ia, IIa, IIIa 
entsprechende substratfreie Ansatze. 
Trockengewichte: 14,3 mg/ml (Son. 
iF nenblume) bzw. 7,7 mg/ml (Gerste), 
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90 Min—> 30 60 90 
Tab. 1. Aerobe Glykolico-Dehydrase-Aktivitat verschiedener Pflanzenextrakte. 











pl O, pro Stde. s 
(mit/ohne Substr.) Qo. — 40, 


1 ml } 2ml | 3ml 1 ml (Mittel) 


trockengew. 
mg/ml 


Pflanze 


Enzym- 





Hortensie. ~ 200/33 | 377/77 | 550/137] 18,6 16,8 
Sommerlinde 116/28 | 136/40 | 247/44 | 11,5 8,9 
Sonnenblume 570/23 | 950/64 | 1190/124 | 38,5 
Kopfsalat. . 138/10 | 324/20 | 476/31 | 29,2 
Wirsing . . 290/65 | 607/78 | 800/223} 50,0 


Maigléckchen 130/30 | 319/39 | 445/71 | 20,0 
Lauch . . . 80/15 | 210/20 | 340/28 | 22,4 
Mais. . . .| 7,6 | 112/31 | 210/70 | 288/134 10,7 
Gerste . . . 175/55 | 287/69 | 420/89 15,6 


























Tab. 2. Anaerobe Glykolico-Dehydrase-Aktivitat (Tillmans-Reagens) verschie- 
dener Pflanzenextrakte. 





t/t, (Min.) lg 
“4 (Qo, = q0,)aw 
iml |2ml| 3ml rng 


Pflanze 


Enzym 
lrockengew. 
mg/ml 





Hortensie 8/50 | 6/20 | 2,5/11 0,98 6,6 


Sommer- i R fs 
linde 6 | 20/40 |10/34 | 5/24 0,49 3,3 


eee. 3/101 | 1,5/47| 0,75/28| 2,3 2,44 16,4 
Kopfsalat | 4.4 | 12/228 | 6/105| 5/70 1,69, 11,4 
Wirsing 4/188 | 2,5/91| 1,75/59| 5, 4,57} 30,7 
Mai- , 5 
gléckchen 12,5/96 | 7/67 | 5/40 1,39 9,4 
Lauch 12/167 | 6/83 | 3/59 2,97} 20,0 
Mais 25/74 {11/36 | 7/24 0,39 2,6 
Gerste 7 114/50 | 8/35 | 5/25 0,66 44 
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Zweifellos ist das Versuchsmaterial im einzelnen recht ungleichwertig und 
die Mittelwertsbildung daher éfters problematisch. So miissen z. B. bei der Sonnen - 
blume Schwankungen von 20— 25%, um den Mittelwert in Kauf genommen werden, 
wihrend die Abweichungen bei der Gerste nur etwa 5%, betragen. Schwierigkeiten 
ergeben sich besonders dort, wo keine annahernde Proportionalitét zwischen 
Umsatz und Enzymkonzentration besteht oder wo die Eigenatmung bzw. -reduktion 
der Extrakte erheblich ist. 


Tab. 3 bringt nochmals die Mittelwerte fiir aerobe und anaerobe 
Enzymaktivitaét, die letzte Spalte die Quotienten beider Werte. 


Tab. 3. Verhaltnis von aerober und anaerober Enzymaktivitat in den untersuchten 
Extrakten. 





Lek an Qo, — 90, - 
— Go,— 40, (Qo, — 0,)an 
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Hortensie... . . 
Sommerlinde . . 
Sonnenblume . . 
Kopfsalat . 
Wirsing 
Maigléckchen . . 
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Wo Wr bo em hoe bo bo 
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Mittel : 2,5 


Man erkennt, daB die aerobe Aktivitat in jedem Fall der anaeroben 
iiberlegen ist und daB das Aktivitiitsverhiltnis aerob/anaerob bei den 
neun untersuchten Pflanzen zwischen den Grenzen 1,5 und 3,3 um einen 
Mittelwert von 2,5 variiert. Im Mittel ist das Griinpflanzenenzym also 
eine 21,mal bessere ,,Oxydase“ als ,, Dehydrase“ und unterscheidet sich 
damit scharf vom Schimmelpilzferment, bei dem das Aktivitatsverhaltnis 
noch weit ausgepriigter nach der entgegengesetzten Seite verscho- 
ben ist?!. 


2. Das Geschwindigkeitsverhaltnis von Lactat- 
und Glykolat-Dehydrierung 


wurde in Thunberg-Versuchen mit Extrakten aus den vorunter- 
suchten Pflanzen, ausgenommen Mais, bei der Substratkonzentration 
m/25-DL-Lactat bzw. m/50-Glykolat bestimmt. 

Altere Angaben*, wonach nur 1(+)-Milchséure durch Griinpflanzenenzym 
dehydrierbar ist, konnten wir in einigen Versuchen mit p(—)-Milchsaéure be- 
stitigen. Die von uns angewandten Substratkonzentrationen gewahrleisteten 
Substratsittigung des Enzyms, da fiir die Michaelis-Konstante des Griin- 
pflanzenenzyms Werte von der GréBenordnung 10-4— 10--m. angegeben werden*®, 

Tab. 4 bringt die Ergebnisse der Vergleichsversuche mit Lactat und 
Glykolat in der Anordnungsweise der Tab. 2. 
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Tab. 4. Dehydrierung von Lactat und Glykolat mit Tillmans-Reagens und 
Extrakten verschiedener Pflanzen. 





ee 


Lactat Glykolat 
t/t, (Min.) | Ie t/t, (Min.) Ty | Zo | ‘70) Lact, 
(Mit- (79) Glyk. 

1 ml 2 ml 1 m2 mi (atte 1 ml 2 ml {1 ml/2 mi tel) 


mg/ml 


Trockengew. 





Hortensie 
Sommer- 
linde 
Sonnen- 
lume 
Kopfsalat 
Wirsing 
Maiglick- 
chen 
Lauch 
Gerste 


22/75 | 12/35 |0,43/0,35) 0,39 | 22/75 | 12/35 |0,43/0,35)0,39 1,0 
63/79 | 31/38 |0,12/0,12} 0,12 | 66/79 | 31/38 {0,10}0,12}0,11 1,09 





. 


6/80 3/63 |2,33/2,40) 2,36 6/80 3/63 |2,33/2,40] 2,36 1,0 


16/300 | 9/180 |2,28|2,03| 2,15 | 16/300 | 8,5/180 |2,28|2,17| 2,23 0,97 
53/78 | 25/37 |0,21/0,22| 0,22 | 54/78 | 26/37 |0,20]0,21/0,21 1,05 





. 


PINs cee wh 








70/102 | 39/66 |0,12|0,14| 0,13 | 69/102] 41/66 |0,13]0,12]0,13 1,0 

30/210 | 13/51 |1,06]1,06] 1,06 | 29/210] 13/51 |1,10]1,06]1,08 0,98 

8/39 | 4/15 |0,97/0,90| 0,94 | 8/36 | 4/16 |0,95]0,92]0,94 1,0 
—_———— 

Mittel: 1,01 


Wie die Werte der letzten Spalte zeigen, werden Milchsiure und 
Glykolsiure von jeder der acht untersuchten Pflanzenarten mit jeweils 
praktisch gleicher Geschwindigkeit dehydriert. 


Nach AbschluB der vorliegenden. Versuche wurden wir auf eine unlangst mit 
aerober Methodik durchgefiihrte Untersuchung von Noll und Burris!® auf. 
merksam, in der bei 17 verschiedenen Angiospermen Geschwindigkeitsverhaltnisse | 
Milchséure/Glykolsiure zwischen 1,75 und 0,45, im Mittel 0,85, gefunden wurden. 
(Versuchs-pp fiir Lactat war 7,6, fiir Glykolat 8,3). NachZelitch und Ochoa‘ ist 
beim Reinferment aus Spinat die Uberlegenheit der Glykolséure beim py-Opti- 
mum ‘(8,3) ausgepragter als bei po 6—7. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir finanzielle Unter. 
stiitzung durch eine Sachbeihilfe, dem Verband derChemischen Industrie 
fiir Mittel zur Literaturbeschaffung zu Dank verpflichtet. 
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Zusammenfassung 

Einige Spezifitatseigenschaften der Glykolico-Dehydrase aus Grin- | 
pflanzen wurden im Hinblick auf das andersartige Verhalten des Schim- | 
melpilzferments untersucht. Bei neun verschiedenen Angiospermen vati- 
ierte das Verhiltnis von aerober und anaerober (mit 2.6-Dichlorphenol- 
indophenol bestimmter) Aktivitit in relativ engen Grenzen um einen 
Mittelwert von 2,5. Durch die Begiinstigung der aeroben Funktion grenzt 
sich das Griinpflanzen- gegen das Schimmelpilz-Ferment scharf ab. Das 
gleiche gilt auch fiir das Geschwindigkeitsverhaltnis von Glykolat- und 
L-Lactat-Dehydrierung, fiir das bei acht verschiedenen Griinpflanzen bei 
Substratsittigung des Enzyms ein Wert in der Nahe von 1 gefunden 
wurde, wahrend in Schimmelpilzen stets die Milchsiuredehydrierung 
bevorzugt ist. 

Summary 

Some specificity properties of glycolic dehydrogenase from green 
plants have been investigated with respect to the different behaviour 
of the enzyme from moulds. In the case of nine different angiosperms 


38 GR. Noll u. R. H. Burris, Plant Physiol. 29, 261 [1954]. 
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the ratio of aerobic to anaerobic activity varied within comparatively 
narrow limits about a mean value of 2.5. The anaerobic activity was 
determined by means of 2.6-dichlorophenolindophenol. There is a 
marked distinction between the enzyme from green plants and the 
enzyme from moulds due to the aerobic function being favoured in the 
former. This distinction also applies to the ratio of the rates of the 
glycolate and L-lactate dehydrogenation for which a value in the region 
of 1 was found for eight different green plants, when the enzyme is 
saturated with substrate. In the case ot moulds on the other hand 
lactic acid is always dehydrogenated preferentially. 





Zur Kenntnis der Zellreceptoren fiir das Influenzavirus 
Uber das Vorkommen von Neuraminsaure 
im Eiweif des Erythrocytenstromas 
Von 
E. Klenk und W. Stoffel 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Kéln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Oktober 1955) 


Auf Grund der Untersuchungen von Hirst? sowie von Burnet und | 
seiner Schule? ist anzunehmen, dali das Influenzavirus sich an die in. [ 
fizierbaren Zellen durch die in ihrer Oberfliche vorhandenen Receptoren | 
festheftet. Das Virus hat auBerdem die Eigenschaft die Receptoren F 
enzymatisch abzuspaiten, so daB es sich wieder von der Zelle ablésen | 
kann. Auch die Erythrocyten der meisten Tiere besitzen derartige, dureh | 
das Virus enzymatisch abspaltbare Zellreceptoren, wodurch sich ein. | 
seits das Hirstsche Phinomen der Virushimagglutination und anderer- 7 
seits die Tatsache erklirt, dafi die Agglutination nur die erste Phas 
eines’ viel weitergehenden Prozesses ist, bei welchem schlieBlich die 
Fahigkeit der Erythrocyten zu agglutinieren verlorengeht. 

Nachdem schon Gottschalk® im Burnetschen Institut die en-! 
zymatische Einwirkung des Influenzavirus auf einige Mucoproteide, | 
welche die Virushimagglutination stark hemmen, etwas eingehende | 
studiert hatte, konnte von uns‘ vor kurzem, vom Harnmucin ausgehend, 7 
N-Acetyl-neuraminsiure als enzymatisches Spaltprodukt isoliert werden. | 
Wenn es sich hier um die fiir das Influenzavirus und andere ahnliche|” 
Viren typische enzymatische Reaktion handelt, so folgt daraus, dal| 
Acetyl-neuraminsiure als Zellreceptor fungiert oder daB sie zumindes | 
einen wesentlichen Teil desselben bildet und daB das in der Zellober. ” 
fliche vorhandene hypothetische Mucoproteid, welches nach Burnet 
die Festheftung des Virus an die Zelle vermittelt, durch seinen Neuramin-| 
siiuregehalt charakterisiert ist. j 

Wir haben deshalb gepriift, ob im EiweifB des Erythrocytenstroma| § 
Neuraminsaiure vorkommt und ob damit eine der von der Theorie ge” 
forderten Voraussetzungen erfiillt ist. In der Tat war es méglich, au” 
den lipoidfreien EiweiBriickstinden von Rinderblutstroma Neuramit | 


1G. H. Hirst, J. exp. Medicine 75, 49 [1942]. a 
2 F. M. Burnet, Croonian Lecture, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 1 
47 [1951]: siehe auch Endeavour 14, 5 [1955]. a 
3 A. Gottschalk u. P. E. Lind, Nature [London] 164, 232 [1949]; A.Gott: 
schalk, Nature [London] 167, 845 [1951]; 174, 652 [1954]. 
4 E. Klenk, H. Faillard u. H. Lempfried, diese Z. 301, 235 [1955]. 
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siure herauszuspalten und sie wie iiblich in Form der kristallisierten 
Methoxylverbindung zu isolieren. In Anbetracht des relativ niedrigen 
Neuraminsaiuregehalts des Ausgangsmaterials (weniger als 0,9%) war es 
notwendig, in den Gang des alten Darstellungsverfahrens noch einen 
weiteren Reinigungsschritt einzuschieben. Wir bedienten uns dabei mit 
Erfolg der von Hagdahl und Danielson? beschriebenen Papiersiule, 
die ein Arbeiten in praparativem MaBstab gestattet. 


Beschreibung der Versuche 


Als Ausgangsmaterial diente das lipoidfreie Stroma von Rinderbluterythro- 
eyten, das seinerzeit® bei der Darstellung der Glykolipoide des Stromas angefallen 
war. Das Praparat enthielt 0,82 (0,91)%, Neuraminséure (NS). Bei der NS- 
Bestimmung’ machten sich jedoch die im Praparat vorhandenen geringen Mengen 
Blutfarbstoff stérend bemerkbar, so daB der gefundene Wert zu hoch sein diirfte. 

Vorversuch: Bei Anwendung des alten Darstellungsverfahrens von Klenk 
und Lauenstein®, nach welchem die Abspaltung der NS durch Erhitzen mit 
5-proz. methanol. Salzsiure im Bombenrohr bei 105° vorgenommen wird, erhielt 
man nach der Fraktionierung mit einer Anionenaustauscher-Saule® aus 150 g 
Stromaeiwei8 8,8 g Spaltprodukt mit einem NS-Gehalt von nur 2,01 (2,20)%. 
Daraus wurde auf chromatographischem und elektrophoretischem Wege 82 mg 
eines Produkts mit 43,0 (42,5)°% NS abfraktioniert. Nachdem dieser Reinheits- 
grad erreicht war, konnte die Methoxy-NS aus heiBem waBrigem Alkohol zur 
Kristallisation gebracht werden (12,0 mg). Die nochmals aus wenig Wasser um- 
kristallisierte, rein weiBe Substanz war papierchromatographisch einheitlich und 
hatte denselben Rr-Wert wie die als Testsubstanz mitlaufende Methoxy-NS aus 
Rindersubmaxillarismucin. 


Hauptversuch. Die Spaltung (140 g StromaeiweiB) erfolgte jetzt nach dem 
von Béhm und Baumeister! etwas abgeainderten Verfahren, bei welchem die 
Neuraminséure durch Behandlung mit siedender 2-proz. methanol. Salzsiure in 
Form eines noch nicht naher charakterisierten Derivats in Lisung gebracht und 
nach Abtrennung des EiweiBriickstands durch Nachbehandlung mit 5-proz. 
methanol. Salzsiure im Bombenrohr bei 105° in die Methoxylverbindung iiber- 
gefiihrt wird. Auf diese Weise erhielt man ein von vornherein NS-reicheres Spalt- 
produkt (Menge des nicht itiber Anionenaustauscher-Saule fraktionierten Produkts: 
18g mit 8,7°% NS). 

Zur Anreicherung der NS wurde zuniachst die von Hagdahl und Danielson® 
beschriebene Papierséule verwendet. Liésungsmittel: Butanol-Eisessig-Wasser im 
Verhaltnis 4: 1: 5 mit der Butanolschicht als mobile Phase. Auf die griindlich mit 
der mobilen Phase ausgewaschene Saule brachte man die in derselben Phase ge- 
liste Substanz (1,0 bzw. 0,8 g), lieB die Lésung einziehen und entwickelte das 
Chromatogramm in der tiblichen Weise. Der Durchflu8 wird in Portionen von je 
250 ccm gesammelt und 1. auf Aminosdiuren nach Moore und Stein! sowie 
2. auf NS mit Bials Reagens gepriift. Zur Priifung auf NS brachte man 15 ccm 
Lésung im Vak. auf dem Wasserbad zur Trockne, liste den Riickstand in 2 ccm 
Wasser auf und fiihrte mit 1 ccm die Bialreaktion aus. Die bialpositiven Fraktionen 


> L. Hagdahl u. E. Danielson, Nature [London] 174, 1062 [1954]. 

° EK. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 249 [1942]. 

* E. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941], mod. nach 
P. Bohm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 82, 289 [1954]. 

* E. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 147 [1952]. 

* E. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 298, 230 [1954]. 

'0 P. Bohm u. L. Baumeister, diese Z. 300, 153 [1955]. 

"'S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]. 
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wurden vereinigt. Nach Entfernung des Lésungsmittels im Vak. bei 40—50° nahm 
man den Riickstand in méglichst wenig Wasser auf und gewann die Substanz aus 
der waBr. Lésung durch Gefriertrocknung zuriick. Auf diese Weise wurden 230 
bzw. 285 mg Substanz mit 27,0 bzw. 22,0% NS erhalten. 

Eine weitere Reinigung konnte mit Hilfe der frither* bei der Darstellung des 
Virus-Spaltprodukts benutzten praparativ-papierchromatographischen Trennungs. 
methode erzielt werden. Von der dort gegebenen Vorschrift wurde nur insofem 
abgewichen, als. man wegen der gréBeren Bestandigkeit die Eluierung der Sub. 
stanz aus dem die NS enthaltenden Papierstreifen bei gew6hnlicher Zimmertempe. 
ratur durchfiihrte. Menge der so gereinigten Substanz: 98 bzw. 95 mg. NS-Gehalt: 
51,5 baw. 40,1%. 

Die beiden vereinigten Substanzen liste man schlieBlich in moglichst wenig 
Wasser und fiigte unter Erwirmen das 4—5fache Vol. Athanol hinzu. Beim Ab. 
kiihlen und mehrstdg. Aufbewahren bei 0° kristallisierte Methoxy-NS aus (62,5 mg). 
Zur Analyse wurde die Substanz noch 2mal aus wenig Wasser umkristallisiert und 
im Hochvak. getrocknet. 

4,142 mg : 6,440 mg CO,, 2,600 mg H,O u. 0,015 mg Riickst. — 3,352 
(4,032) mg : 1,035 (1,256) ccm n/100-HCI. 

C,,H,,0,N (311,29) Ber. C 42,44 H6,80 N 4,50 

; Gef. C 42,58* H 7,05* N 4,33 (4,36) 

* Ber. fiir aschefreie Substanz. 


Rein weiBe, kristallwasserhaltige Substanz mit der fiir Methoxy-NS typischen 
Kristallform. Bei der NS-Bestimmung ergab sich derselbe Extinktionswert wie fiir 
die aus Rindersubmaxillarismucin gewonnene Testsubstanz. Bei der papier 
chromatographischen Priifung (Butanol-Eisessig-Wasser im Verhiltnis 4: 1 : 5 mit 
Butanolschicht als mobile Phase) war die Substanz einheitlich und mit der obigen 
Testsubstanz identisch (Sichtbarmachung des Flecks mit Ninhydrin, Bials Rea- 
gen,! sowie Perjodat und Starkelésung™. Spez f. Drehung: 14,13 mg in 514,73 mg 
H,O gelést, c = 2,745; bei 20° im 1 dm-Rohr. «:— 1,5305, [«1??: — 55,8°. Fir 


die Methoxy-NS aus Submaxillarismucin wurde friiher® gefunden [x]J??: — 55,1" 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft und des Verbandes der Chemischen Industrie, Fonds der Chemie, 


unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Im Stroma von Rinderbluterythrocyten wurde das Vorkommen 
eines neuraminsiurehaltigen Glykoproteids nachgewiesen. Aus dem 
lipoidfreien Stromaeiweif8 konnte Neuraminsiure in Form der kristal- 
lisierten Methoxylverbindung in kleinen Mengen isoliert werden. 


Summary 


The presence of a glycoprotein containing neuraminic acid has been 
sty § 


acid was isolated in small quantities from the lipid-free stroma protein 
in the form of the crystalline methoxy-compound. 


122 R. L. Metzenberg u. H. K. Mitchell, J. Amer. chem. Soc. 76, 418) ; 


[1954]. 
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Zur elutionschromatographischen Trennung 
des freien und veresterten Cholesterins 
in Organ- und Serumfetten und direkten kolorimetrischen 
Bestimmung 
Von 
Harald Schén und Friedrich Gey 


\us der Medizinischen Forschungsanstalt, Biochemische Abteilung, der Max-Planck-Gesellschaf 
zu Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. August 1955) 


Die Vielzahl der vorhandenen Cholesterin-Bestimmungsmethoden 


| (kritische Wiirdigung s. Schettler!, Mertens und Albert? spricht 


einmal gegen die Spezifitiit, zum anderen aber auch fiir die Schwierig- 
keiten, reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Wegen stérender Bei- 
mengungen ist die direkte Bestimmung bisher nur in sehr cholesterin- 
reichen Fetten, wie das menschliche Serumfett, ausfiihrbar und ist dazu 
noch mit einem erheblichen Fehler belastet. Deswegen werden meist die 


| Digitoninfillungsmethoden von Schénheimer und Sperry* oder 


Schmidt-Thomé und Augustin‘ benutzt. Dabei wird das Cholesterin 
(genauer die 36-Oxy-sterine) durch Digitonin ausgefallt und der Cho- 
lesterinanteil kolorimetrisch oder durch Riicktitration des iiberschiissigen 


| Digitonins bestimmt. Schlie8lich wird, was wohl einen gewissen AbschluB 


der vorhandenen Méglichkeiten darstellt, der Zuckerrest des Digitonids 


kolorimetrisch bestimmt®. 


Stets miissen bei den Fallungsmethoden die Cholesterinester verseift 
werden, und hier liegt, abgesehen von der Bestimmung als Differenz 
zwischen freiem und Gesamtcholesterin, eine beachtliche Fehlerméglich- 
keit, selbst wenn man eine vollstiindige Extraktion und Verseifung vor- 
aussetzt. Wie Mosbach u.a.® namlich zeigen konnten, geniigt ein- 


| stiindiges Riihren einer kolloidalen Cholesterinlésung bei 70°, um 80% 


des Cholesterins durch Luftsauerstoff zu oxydieren. 
Wegen dieser, den bisherigen Methoden anhaftenden Fehlerméglich- 
keiten wurde versucht, das veresterte und freie Cholesterin in Fetten 





G. Schettler, Arztl. Forsch. 1947, 232; Klin. Wechr. 26, 280 ' 1948]. 
E. Mertens u. C. Albert, diese Z. 293, 244 [1953]. 
R. Schénheimer u. W. M. Sperry, J. biol. Chemistry 106, 745 [1934]. 
J. Schmidt-Thomé u. H. Augustin, diese Z. 275, 190 [1942]. 

> F. Rapoport u. R. Klapholz, Biochem. Z. 258, 467 [1933]; Klin. Wschr. 
mg 1934 ; Th. V. Feichtmeir u. J. Bergermann, Amer. J. clin. Pathol. 28, 
599 [1953)]. 

6 E. H. Mosbach u. a., J. Amer. chem. Soc. 75, 2358 [1953]. 
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biologischer Herkunft chromatographisch zu fraktionieren und mit einem 
der bekannten kolorimetrischen Verfahren zu bestimmen. Dabei konnten 
wir zwar auf eine von Trappe?’ beschriebene Anderung der Tschugaeff. 
Reaktion!®, auf die Trennung des Serumcholesterins durch adsorptive 
Filtration nach Trappe” ® und auf die chromatographische Serumfett. 
fraktionierung von Kerr und Bauld® zuriickzugreifen, jedoch erwiesen 
sich diese Methoden zur Gewebefett-Fraktionierung als nicht iibertragbar, 

Prinzip der Methode: Nach Extraktion der Lipide wird eine be. 
kannte Menge davon an einer Aluminiumoxyd-Siule durch Elutions. 
chromatographie getrennt und die Fraktion des freien und veresterten 
Cholesterins mittels der Tschugaeff-Reaktion kolorimetrisch bestimmt. 


Methodik 


Reagenzien 
A. Chromatographie 
. Aluminiumoxyd, alkalifrei, Aktivitit I (Woelm, Eschwege). Bi 
. Chromatographierohre aus Glas, 35 cm lang; 1,2 cm Durchmesser; 5 cm Janger | 
und 0,3 cm weiter Auslauf. ~ 
. Didthylither DAB 6 (Riedel de Haén) Reinigungsvorschrift s. w. u. 4 
. Petrolither (Sdp. 60—80°) (Haltermann, Hamburg) Reinigungsvorschrift | 
8. W. U. 
B. Kolorimetrie 
. Zinkchlorid p. a., sicc. (Merck). 
Eisessig, 99—100-proz. p. a. (Merck). 
. Chloroform DAB 6 (Merck), Reinigungsvorschrift s. w. u. 
. Acetylchlorid p. a. (Merck). 
20-proz. Zinkchloridlésung in Eisessig: Die Lésung des Zinkchlorids wird 
durch Schiitteln und leichtes Erwairmen in verschlossenem Kolben be- 
schleunigt. Aufbewahrung in Kappenflasche. Filtrieren der leicht opalescie- 
renden Flissigkeit ist nicht erforderlich, die Triibung lést sich im Chloro. 7 
form véllig (die Lésung ist nur vier Wochen haltbar!). i 
. Herstellen des Reaktionsgemisches: 2 Vol.-Tle. der 20-proz. Zinkcbloridlésung |" 
werden mit 1 Vol.-Tl. Acetylchlorid kurz vor Gebrauch versetzt. Dabei darf | 
keine Erwarmung stattfinden. (Zu groBer Wassergehalt der Zinkchlorid- ~ 
lésung !) 3 
Herrichten der Saulen: Die Aktivitait des Aluminiumoxyds wird durch Zu. | 
gabe von 3% Wasser auf Stufe II abgeschwicht. Den Auslauf der Saule verstopft | 
man mit atherextrahierter Watte und gieSt das gewogene und in Petrolather (PA) 
aufgeschlammte Adsorbens auf; durch seitliches Beklopfen des Glasrohres wird die 
Packung fester. Die Durchlaufgeschwindigkeit soll jetzt etwa 3 ml pro Min. be- 
tragen. Sie laBt sich, falls erforderlich, durch festeres Einpressen der Watte in den 
Auslauf, durch Anbringen eines Hahnes oder durch Unterschichten mit 0,3 bis 
0,5 g Hyflo Supercel* (inaktiv) reduzieren. Das obere Adsorbensende wird durch 
eine diinne Wattelage vor dem Aufwirbeln geschiitzt. Man tragt die in wenig PA 
(etwa 5 ml) geléste Fettmenge auf und spiilt mit etwa 2 ml dreimal nach. Zur 
Trennung von 20mg Fett und weniger werden 10g Aluminiumoxyd 
benotigt. 
7 W. Trappe, diese Z. 278, 177 [1942]. 
8 Ders., Klin. Wschr. 1942, 177. 
9 L. M. H. Kerr u. Bauld, Biochem. J. 55, 872 [1953]. 
10 L. Tschugaeff u. A. Gasteff, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 4631 [1909]. 
* Zu beziehen bei H. Bensmann. Bremen. 
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Elution: Reihenfolge der Einzelkomponenten: Cholesterinester, Triglyceride, 
freies Cholesterin. 

Die sich bei der Fraktionierung zwischen die beiden Cholesterinfraktionen 
schiebenden Triglyceride bestimmen durch ihren Anteil am Gesamtfett das Vor- 
gehen bei der Elution. Solange die Triglyceride nicht mehr als die Hialfte des 
Gesamtfettes ausmachen, kann man sich der schnellen Trennung bedienen: 

1. Tropfgeschwindigkeit etwa 3 ml/min. 

Mit 75 ml 4% Ather in PA (v/v) werden die Cholesterinester, mit 75 bis 

100 mi 40% Ather in PA (v/v) das freie Cholesterin zusammen mit den Tri- 

glyceriden gewonnen. Zur Sicherung der Vollstandigkeit der Elution wird mit 

25 ml 50% Ather in PA (v/v) nachgewaschen und diese Fraktion spater 

mittels der Tschugaeff-Reaktion auf Cholesterinfreiheit gepriift. 

Geringe Triglyceridmengen stéren die Farbreaktion praktisch nicht. Sobald 
aber gréBere, mehr als die Halfte des Gesamtfettes ausmachende Portionen vor- 
liegen, empfiehlt es sich, sie nach dem langsamen Verfahren herauszufraktionieren : 


2. Tropfgeschwindigkeit 1 ml/min. 

Cholesterinester: 75 bis 100 ml 2% Ather in PA (v/v), 

Triglyceride: 75 bis 100 ml 8% Ather in PA, : 

freies Cholesterin: 75 bis 100 ml 25% Ather in PA, 

Kontrollelution: 25 ml 50% Ather in PA. 

Von der Tropfgeschwindigkeit hangt der Atherzusatz gleichsinnig ab, d. h. je gréBer 
die Tropfgeschwindigkeit, desto héher der zur Elution erforderliche Atherzusatz 
zum PA. Hierin liegt die wesentliche Schwierigkeit der Methode, die nicht nur 
sorgfaltiges Arbeiten, sondern auch Vertrautheit mit den theoretischen Grund- 
lagen der Elutionschromatographie erfordert und praktische Erfahrungen fiir die 
richtige Wahl der jeweils erforderlichen Atherkonzentration im PA. Die vermutlich 
nur Triglyceride enthaltenden Eluatportionen werden auf ihre Cholesterinfreiheit 
ebenso wie die Kontrollkolben gepriift. 

Bei Fetten unbekannter Zusammensetzung empfiehlt sich als Vorversuch das 
Vorgehen nach 1. Die dem freien Cholesterin beigemischten Triglyceride lassen sich 
bei einiger Ubung abschatzen. Sie kénnen aber auch durch Umsetzung zu den 
Hydroxamséuren™ quantitativ bestimmt werden. 

Die Lésungsmittel kénnen entweder direkt mit einem MeBzylinder auf die 
Saule gegeben werden oder mittels eines auf die Siule aufgesetzten Tropftrichters. 
Wir haben bei der Routine-Trennung, an 10 bis 12 Saéulen zur gleichen Zeit, durch 
Anbringen eines auf Schienen iiber den nebeneinander aufgereihten Saulen laufenden 
kleinen Wagens, der in graduierten Tropftrichtern die erforderlichen Elutionsmittel 
enthalt, eine wesentliche Verringerung des Arbeitsaufwandes erreichen kénnen. 


Aufzubringende Fettmengen fiir 10g Aluminiumoxyd: 


Serum: Fettmenge aus 0,1 bis 0,5 mi Serum, 
Leberfett: 5 bis 15 mg, 
Hautfett: 5 bis 20 mg. 


Bei Fetten mit geringerem Cholesteringehalt (Subcutanfett z. B.) miissen die 
a der Saule, der Fettmenge und der Elutionsmittelportionen vergréBert 
werden. 

Das Eluat wird jeweils in 100-m/-Rundkolben aufgefangen, ohne Siedestein 
abdestilliert (im Glycerin-Bad) bis auf einen Rest von J0 bis 20 mi, der im dunklen 
Exsiccator iiber Paraffin-Schnitzeln und Natriumhydroxyd-Platzchen mit der 
Wasserstrahlpumpe abgesaugt wird. (Die AuBenfliche der Kolben muB zuvor sorg- 
faltig gereinigt werden.) 

Farbreaktion und Kolorimetrie: Da nach Sperry und Brand” 
Cholesterin durch den Luftsauerstoff sehr schnell oxydiert wird, soll das lésungs- 


uF, Gey u. H. Schén, diese Z., im Druck. 
2 W.M. Sperry u. F.C. Brand, J. biol. Chemistry 218, 69 [1955]. 


6* 
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mnittelfreie Eluat bis zur Kolorimetrie in einem mit Stickstoff ausgefiillten Ex. 

siccator stehen und innerhalb von 12 Stdn. aufgearbeitet sein. 

3,0 ml Chloroform werden in die Cholesterin enthaltenden Rundkolben pi- 
pettiert und anschlieBend 3,0 mi einer kurz zuvor bereiteten Mischung von 2 Tin, 
(v) 20-proz. Zinkchloridlésung in Eisessig und 1 Tl. (v) Acetylchlorid aus ciner 
mit einem Trockenréhrchen verschlossenen Biirette dazugegeben, Darauf werden 
die mit einem Sch iffstopfen versehenen Kolben fiir 3 Stdn. ins Dunkel verbracht, 
danach mit 4,0 ml Chloroform auf ein Endvol. von 10,0 ml aufgefiillt und gegen 
den Leerwert der Reaktionsmischung im photoelektrischen Kolorimeter mit einem 
zwischen 520 und 530 mu maximal durchlassigen Filter (S 53 bei Elco II) oder 
im Spektralphotometer bei 520 mu gemessen. 

Wegen der méglichen geringen Extinktionsschwankungen infolge des wech- 
selnden Wassergehaltes der Reaktionsmischung empfiehlt es sich, jeweils Lésungen 
bekannten Cholesteringehaltes mitlaufen zu lassen; insbesondere dann, wenn es 
erforderlich ist, die Kiivetten-Schichtdicke zu wechseln. 

Berechnung: Beziehen der gemessenen Extinktion auf 1 em Schicht und 
10,0 mi Endvol. und Division durch den Extinktionswert fiir 100 ug/10 mi der 
Kontrollésung. 

Extraktion der Fette: Bei der Gewinnung der Fette bedienten wir uns 
im wesentlichen der iiblichen Routine-Methoden nach Bloor", wobei wir in jedem 
Falle mindestens fiir 1 Stde. mit siedendem Athanol {aldehydfrei) extrahierten; 
siche arch 1. ¢.4, 

Arbeitszeit: Die im Vergleich zu anderen chromatographischen Prozeduren 
recht geringen Lésungsmittelmengen bedingen durch die vorherige sorgfiltige 
Reinigung einen gewissen Arbeitsaufwand, der aber durch Mechanisierung (Schiittel- 
maschine) und dadurch, daB8 man die Reinigung neben der eigentlichen Chromato- 
graphie erledigen kann, nicht so erheblich ins Gewicht fallt. 

Nach einiger Ubung kénnen die Fraktionierungen an 10 Saulen gleichzeitig 
in 3 bis 4 Stdn. vorgenommen werden. Fiir die Kolorimetrie der dabei gewon- 
nenen jé 10 Ester- und Cholesterinkolben werden etwa 2 Stdn. gebraucht. 

Reinigung der Lésungsmittel: Schon bei der Extraktion der Fette, viel- 
mehr aber noch bei der dann folgenden chromatographischen Trennung ist die 
Verwendung von wirklich reinen Lisungsmitteln unbedingt erforderlich. Lésungs- 
mittel analytischen Reinheitsgrades, wie die Handelsware ,.pro analysi“ ent- 
sprechen diesen Anforderungen nicht immer. (Gewarnt wird vor der von Mertens 
und Albert? vorgeschlagenen Verwendung von Ather ,,pro narcosi“, weil wir in | 
einigen Chargen einen beachtlichen Peroxydgehalt feststellen konnten!) So wurde 
z. B. durch alleiniges Abdestillieren von 100 mi peroxydhaltigen Athers beim 
Cholesterin ein Verlust von 26 bis 34%, und beim Estercholesterin gin solcher von 
8 bis 28% festgestellt. Es ist deshalb notwendig, alle Lésungsmittel sorgfaltig zu 
reinigen. 

1. Petrolather (Sdp. 60—80°): Nach einmaligem Destillieren mit konz. Schwefel- 
siure bis zum Klarbleiben der Saure ausschiitteln, dann mit Wasser neutral 
waschen, tiber festem Natriumhydroxyd trocknen, erneut destillieren und 
schlieBlich iiber Natrium-Draht aufbewahren. 

2. Diathylather: Ausschiitteln des einmal destillierten Athers mit Fe(II). 7 
hvdroxyd-Suspension, bis sich diese nicht mehr verfarbt (oxydiert). Sorg- © 
faltiges Auswaschen mit Wasser, Versetzen mit 0,3% (g/v) techn. Diphenyl- | 
amin und 12std°. Trocknen iiber Calciumchlorid. Destillieren tiber Natrium- 
Draht und Aufbewahren iiber basischem Aluminiumoxyd, Akt. I, (100 g/1000 
ml) in dunkler Flasche. 

Priifung auf Peroxyde: a) 2 ml einer gesittigten Lésung von Titanylsulfat 

— Ti(SO,).— in 30-proz. Schwefelsiure mit 10 m/ Ather schiitteln. Bei 
Anwesenheit von Peroxyden erfolgt Gelbfarbung der waiBr. Phase. 


13 W. R. Bloor, ,,Biochemistry of Fatty Acids ...‘‘, Reinhold Publ. Corp. | 
New York 1943. 
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b) Einige Eisen(II)-sulfat-Kristalle und etwas Ammoniumrhodanid in 2 m/ 
Wasser lésen und 10 mi Ather zugeben, kraftig schiitteln. Bei Anwesenheit 
von Peroxyden Rotfarbung des Athers. 

3. Chloroform: Ausschiitteln mit konz. Schwefelsaure bis zum Farblosbleiben der 
Saiure. Griindliches Nachwaschen mit Wasser, dreimaliges Schiitteln mit 1-m. 
Natriumcarbonatlisung, nicht nachwaschen. Uber gegliihtem Natriumsulfat 
trocknen. Destillieren tiber Phosphorpentoxyd oder basischem Aluminium- 
oxyd Akt. I (Riihren). Aufbewahren iiber 50 g/1000 m/ Aluminiumoxyd Akt. I 
in dunkler Flasche im Dunklen. (Monatelang haltbar, wenn ab und an um- 
geschiittelt.) 

Priifung auf Chlorwasserstoff: 10 mi Chloroform mit 5 mi Silbernitratlésung 
schiitteln; nach Trennung der beiden Phasen darf sich das Silbernitrat 
nicht getriibt haben. 

oder 5 ml Chloroform mit /100-NaOH (athanol.) titrieren. Indikator Kresol- 
rot. Der Natronlauge-Verbrauch soll 0,05 mi fiir 5 ml Chloroform nicht 
iibersteigen. 

Hinweise zur Durchlauf-Chromatographie: Die Abschwachung der 
Aktivitat des Aluminiumoxyds nimmt man so vor, daf man eine entsprechende 
Menge Adsorbens in einen vorgewogenen Erlenmeyerkolben gibt und nach Ver- 
schlieBen mittels eines Gummistopfens auswagt. Darauf gibt man mit einer Pipette 
die abgemessene Wassermenge (3% fiir Aktivitat II, s. auch Prospekt der Hersteller- 
firma) auf ein Stiickchen Filtrierpapier und wirft es nach Zusammenrollen in den 
Kolben. Jetzt wird so lange geschiittelt, bis keine Aluminiumoxydkérnchen mehr 
an der Kolbenwand haften. Nach mindestens 2stdg. Stehenlassen ist das Adsor- 
bens gebrauchsfertig. 

Es ist sehr wichtig, die Saulen durch Aufschlimmen des Adsorbens in PA 
,zu gieBen“* und nicht trocken zu stopfen. Die Fronten trennen sich wesentlich 
scharfer, wenn keine Luftblaschen die Homogenitat der Saule stéren. 

Von ganz entscheidender Bedeutung ist bei der Durchlaufchromatographie 
ungefarbter Substanzen die Aktivitat des verwendeten Adsorbens. Falls das Alu- 
miniumoxyd nicht einer gerade erst erdffneten Originalflasche entnommen wird, 
ist es notwendig, die Aktivitaét zu priifen, was am einfachsten nach der von Brock- 
mann und Schodder™ angegebenen Methode geschieht. Gegebenenfalls muB die 
ganze Charge reaktiviert werden. 

Weil auf alkalischem Aluminiumoxyd die Triglyceride sehr leicht verseift 
werden, und die entstehenden Mono- und Diglyceride zu den freien Alkoholen 
(Cholesterin) ,,hiniiberschmieren‘‘, empfieh]lt es sich, annabernd neutrales Alu- 
miniumoxyd zu verwenden. Zur Erzielung einer sauberen Trennung ist ein Minimal- 
verhiltnis von Saéulenquerschnitt zur Saulenhéhe wie 1:10 zu wahren. 


Versuche 
A. Farbreaktion und Kolorimetrie 


Auf Grund der geringeren Farbtiefe der Liebermann-Burchard-Reaktion, ihres 
sehr flachen Absorptionsmaximums und der nur fiir kurze Zeit konstanten Maximal- 
Extinktion (s. Tab. 1 und 2) bedienten wir uns schlieBlich der Tschugaeff-Reaktion, 
deren Absorptionsmaximum bei 520 mu zur Messung verwendet wird. Wie die 
Tab. 1 zeigt, existiert noch ein flaches Absorptionsmaximum bei 360 my. 

Nach einer Reaktionszeit von 3 Stunden wird, wie auch Trappe’ fand, 
das Extinktionsmaximum erreicht und bleibt fiir etwa 21% Stdn. konstant, um 
dann im Laufe von 24 Stdn. nur gering abzunehmen. 

Trappes’ Angaben hinsichtlich der nur begrenzten Erfiillung des Beerschen 
Gesetzes kénnen wir nicht bestatigen. Vielmehr ist die Extinktion bei Einhaltung 


“4 H. Brockmann u. H. Schodder, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 73 [1941]. 





86 Harald Sch6én und Friedrich Gey, Bd. 303 (1956) 
Tab. 1. Vergleich der Absorptionsspektren der Liebermann-Burchardt- und der 
Tschugaeff-Reaktion (Schicht 1 cm). 

L-B-R. je 75 ug/ml Cholesterin und T-R. je 10 ug/ml Cholesterin 
Estercholesterin (als Cholesterin berechnet) und Estercholesterin 
Modifikation nach Ireland?® (als freies Cholesterin berechn,) 


Extinktionen 





Wellenlinge fr. Cholest. fr. Cholest. 





0,096 
0,069 
0,070 
0,079 
0,103 
0,131 
0,146 
0,155 
0,145 
0,122 
0,096 


0,094 
0,103 
0,119 
0,145 
0,164 
0,199 
0,230 
0,254 
0,237 
0,158 
0,078 
0,197 0,163 0,039 
0,248 0,181 0,019 
0,275 0,220 0,018 
0,290 0,228 
0,318 0,250 
0,303 0,234 
0,285 0,222 














der obigen Vorschrift in dem von uns gepriiften Bereich von 0,2 ug bis 100 ug/ml 
der Konzentration proportional, was nicht nur fiir das freie, sondern auch fiir das 3 
veresterte Cholesterin gilt. Die Extinktion des Estercholesterins entspricht, wie |” 
schon Trappe?’ fand, der des freien Cholesterins. Die Maximal-Extinktionen beider |~ 
Cholesterinfraktionen wird zur gleichen Zeit erreicht, wenngleich man zu Beginn | 
der Farbentwicklung den Eindruck gewinnt, daB die Ester etwas langsamer rea- 
gieren. Die Extinktionen der von uns untersuchten Cholesterinester der n-Octan- 
siure und n-Octadecansiure waren identisch*. 

15 J. T. Ireland, Biochem. J. 35, 283 [1941]. 

* Kine einfache Methode mit guter Ausbeute zur Darstellung von Cholesterin- | 
estern geben D. Kritchewsky u. H. E. Andersen (J. Amer. chem. Soc. 74, 185i 
[1952|) an. 
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Tab. 2, Extinktionsverlauf in Abhangigkeit von der Zeit. 


L-B-R. (620 mz) Konzentration: T-R. (520 mz) Konzentration: 
je 50 ug/ml je 10 ug/ml 





Zeit Extinktionen Zeit 





freies Ester- 
Cholesterin 


0,160 0,058 
0,166 0,157 
0,169 0,208 
0,172 0,224 
0,176 0,236 
0,179 0,249 
0,179 0,250 
0,173 0,252 
0,170 0,255 
0,165 0,253 
0,163 0,253 
0,161 0,252 
0,252 




















B. Kontrollversuche 
1, Parallelbestimmungen 
12,55 mg Leberfett an 10 g Aluminiumoxyd, Akt. II, fraktioniert. 


Elution: 8% Ather in PA 75 ml: Esterfraktion 
40% Ather in PA 75 ml: Neutralfett und freies Cholesterin 
50°/, Ather in PA 25 ml: leer 


Gefunden: Ester- freies Cholesterin 
. 0,334 mg 0,439 mg 
. 0,337 mg 0,444 mg 
. 0,334 mg 0,448 mg 


2. Zusitze: 


a) Zusammengestelltes Gemisch: 120,00 ug Cholesterincaprylat 
(als freies Cholesterin berechnet) 
119,82 ug freies Cholesterin 


getrennt wie unter 1. 


Wiedergefunden: 0,118 mg Estercholesterin, Fehler: —1,7°%, 
0,118 mg freies Cholesterin, Fehler: —1, 56; 


b) 19,88 mg Subcutanfett in 5 ml PA auf einer Saule von 10 g Aluminium- 
oxyd, Akt. II, getrennt. Tropfgeschwindigkeit 1 ml/min. (Durch Unter- 
schichten mit 0,5 g Hyflosuper-Cel gebremst.) 


Elution: 2% Ather in PA 75 ml Kohlenwasserstoffe und Cholesterinester 
8% Ather in PA 75 ml Neutralfette 
25% Ather in PA 75 ml Cholesterin 
50% Ather in PA 25 mi leer 


Subcutanfett ohne Zusatz: 0,011 mg Estercholesterin 
0,00 mg freies Cholesterin 
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Zusatz von je 0,400 mg Ester- und freien Cholesterins 


Wiedergefunden: 0,408 mg Estercholesterin, Fehler: 
0,418 mg Estercholesterin, Fehler: 
0,415 mg Estercholesterin, Fehler: 
0,397 mg freies Cholesterin, Fehler: 
0,380 mg freies Cholesterin, Fehler: — 5,0% 
0,410 mg freies Cholesterin, Fehler: + 2,5% 

c). 8,22 mg Leberfett auf einer Saiule von 10 g Aluminiumoxyd, Akt. II, frak- 
tioniert. Tropfgeschwindigkeit 1 mi/min. [gebremst wie b), Elution s. b)}, 
Leberfett ohne Zusatz: 0,063 mg Esterscholesterin 

0,193 mg freies Cholesterin 
Zusatz von je 0,200 mg Ester- und freien Cholesterins. 


Wiedergefunden: 

Ester-: 0,261 mg Fehler: 
0,263 mg _—‘ Fehler: 
0,264 mg =“ Fehler: 


fr. Cholesterin: 0,382 mg Fehler: 
Fehler: 


geschwindigkeit 3 ml/min. 
Elution: 4°, Ather in PA 75 ml Kohlenwasserstoff und Ester- 


40°, Ather in PA 75 mi Neutralfett und freies Cholesterin 
50% Ather in PA 75 mi leer 


Leberfetté ohne Zusatz: 0,055 mg Estercholesterin 
0,120 mg freies Cholesterin 


Zusatz von je 1,000 mg Ester- und freien Cholesterins. 
Wiedergefunden: 


Ester-: 1,062 mg _—‘ Fehler: 
1,061 mg ‘Fehler: 


fr. Cholesterin: 1,133 mg Fehler: 
1,111 mg Fehler: 


Kritik der Methode 


Die chromatographische Fraktionierung ist keineswegs, wie zu er- | 
warten, fiir Ester- oder freies Cholesterin spezifisch. Vielmehr erscheinen | 
an entsprechender Stelle alle Ester einwertiger Alkohole (Monocarbon- [7 
siureester, Cholesterinester und z. B. auch Vitamin A-Ester), deren Ad- 7 
sorbilitaét durch Doppelbindungen im Molekiil nur unwesentlich verstirkt 7 
wird. Bei der vorstehenden Arbeitsweise erscheinen mit den Estern zu- 
sammen auch die aliphatischen Kohlenwasserstoffe und Wachse, die aber | 
die Farbreaktion, schon ihrer geringen Menge wegen, nicht stéren. Sie 7 
kénnen, wenn aus anderen Griinden gewiinscht, mit 50 ml PA vor den 
Estern eluiert werden, weil sie vom Aluminiumoxyd dieser Aktivitit 
nicht adsorbiert werden. 

Zusammen mit dem freien Cholesterin werden andere Alkohole ohne 
weitere funktionelle Gruppe eluiert. Stren kénnen allerdings nur solche | 
Sterine, die mit dem Tschugaeff-Reagens auch eine rote Farbung ergeben, | 
wie z.B. das Sitosterin, dessen Vorkommen im tierischen Gewebe seht 
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unwahrscheinlich ist. Einige wenige von Trappe’ und Jan€éié!® an- 
gestellte Vergleichsuntersuchungen mit verschiedenen anderen Sterinen 
zeigen die geringe Beeinflussung der Cholesterinextinktion bzw. die 
deutliche Uberlegenheit der Tschugaeff-Reaktion gegeniiber der Lieber- 
mann-Burehardt-Reaktion. 

Diskussion 

Versuche zur chromatographischen Fraktionierung des Cholesterins 
mit anschlieRender kolorimetrischer Bestimmung sind schon friiher mit- 
geteilt worden’-* 18, Allerdings kénnen alle bisherigen Methoden besten- 
falls beim ‘cholesterinreichen Serumfett des Menschen angewendet 
werden. Bei eigenen Nacharbeitungsversuchen waren die Arbeitsvor- 
schriften auf Fette anderer Herkunft nicht befriedigend iibertragbar. 
Die Methode von Kerr und Bauld?® erscheint fiir die Fraktionierung 
von Serumcholesterin noch am besten geeignet, wenn nicht gerade Ex- 
trakte von hyperlipimischem Serum getrennt werden sollen. 

Die kolorimetrische Bestimmung sollte besser mit der Tschugaeff- 
Methode durchgefiihrt werden. Wir halten sie auf Grund der héheren und 
fiir mindestens 2 Stdn. konstanten Maximal-Extinktion fiir wesentlich 
verliflicher als die Liebermann-Burchardt-Reaktion. Nach der Tschu- 
gaeff-Methode kann man 0,5 bis 100 ug/ml Cholesterin bzw. Cholesterin- 
ester erfassen. 

Die wesentlichen Vorteile unserer Methodik glauben wir darin zu 
sehen, daB wir durch eine Verbesserung der chromatographischen Tech- 
nik, vor allen Dingen durch Vermeiden des von Trappe? empfohleneri 
Unterdruckes, erstmalig neutralfettreichere Fette — Organfette und 
stark triglyceridhaltige Serumfette — trennen konnten. Denn der von 
Kruckenberg’’ vorgeschlagene Weg der Verseifung mit nachfolgender 
erneuter Veresterung der Fettsiiuren mittels Diazomethans und an- 
schlieender chromatographischer Abtrennung der Fettsiureester vom 
Gesamtcholesterin, ist nicht nur umstindlich, sondern diirfte auch mit 
beachtlichen Verlusten verbunden sein. Unser geringer Fehler ist nicht 
zuletzt durch die peinliche Vermeidung von oxydativen Verlusten be- 
dingt. Dieser mégliche Fehler wird bei der Methode von Schmidt- 
Thomé?4, die mit wesentlich kleineren Ansitzen arbeitet, nicht beriick- 
sichtigt. Sperry!® hat kiirzlich auf diesen Punkt aufmerksam gemacht. 

Bedeutungsvoll ist schlieBlich auch noch die Wahl der Lésungs- 
mittelkombinationen, um bei Serienanalysen die Elutionsmittel nach er- 
neuter Reinigung wiederverwenden zu kénnen. Die von Trappe” ® an- 
gegebenen Mischungen von Tetrachlorkohlenstoff, Chloroform und Benzol 
sind wegen des sich bildenden azeotrop siedenden Gemisches nicht 
regenerierbar. 

Endlich konnten wir nachweisen, daB das Beersche Gesetz in einem 
viel weiteren Konzentrationsbereich erfiillt ist, als Trappe’? es angab. 


16 M.S. Janéié, Ber. chem. Ges. Belgrad Ann. IT, 2, 89 [1953]. 
” W. Kruckenberg, diese Z. 288, 68 [1948]. 
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Nach dieser Methode haben wir bisher einige hundert Fette ver. 
schiedener Herkunft auf ihren Cholesteringehalt untersucht und konnten 
uns von der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse iiberzeugen. Der Fehler 
der Methode ist fiir die Cholesterinester mit + 2% von keiner anderen 
Methode zu unterbieten. Das freie Cholesterin liegt mit maximal —- 5%, 
Fehler héher, aber immer noch an der unteren Grenze anderer Methoden, 
Der héhere Fehler ist hier durch die Stérung anderer miteluierter 
Steroide bedingt. Er ist aber so gering, da es wenig aussichtsreich er. 
scheint, durch einen Reinigungsschritt (z.B. Digitoninfallung) die sté. 
renden Spuren zu beseitigen. 

Herrn Horst Schoeneck danken wir fiir fleiBige und verstandnisvolle Mit. 
arbeit. 

Zusammenfassung 


Es wird eine elutionschromatographische Trennung des veresterten 
und freien Cholesterins aus Serum- und Organfetten an Aluminiumoxyd 
mittels Petrolither-Athermischungen beschrieben. Die kolorimetrische 
Bestimmung beider Fraktionen wird mittels der Reaktion nach Tschu. 
gaeff bei Zimmertemperatur vorgenommen. Die Uberlegenheit dieser 
Methode iiber die Liebermann-Burchardt-Reaktion wird an Hand 
der Absorptionsspektren und des Extinktionsverlaufs aufgezeigt. Bei der | 
Moglichkeit, pro Tag bis zu 10 Doppelbestimmungen auszufiihren, weist 
die Methode einen Fehler von +-2 bis 5% auf. 


Summary 


A description is given of a chromatographic separation on alu- 
minium oxide of the esterified and free cholesterol in fat from serum 
and organs using mixtures of petroleum ether and ether as eluant. The 
colorimetric estimation of both fractions is carried out by means of 
Tschugaeff’s reaction at room temperature. The superiority of this 
method over the Liebermann-Burchardt reaction is demonstrated 
with the aid of the absorption spectra and the extinction curves. Up 
to 10 double estimations can be carried out per day, the method showing 
a max'mum error of + 2% in the case of esterified cholesterol and 
+5% in the case of free cholesterol. 
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Untersuchungen an Rinderleberkatalase 
II. Mitteil.: Die Aminoséuren des Proteins 
Von 
G. Schnuchel 


Aus dem Institut f iir Katalyseforschung Rostock (Direktor Prof. Dr. W. Langenbeck) der Deutschen 
Akademie der Wissenschaften zu Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. September 1955) 


Katalase kristallisiert in mehreren Formen. Am leichtesten sind 
Nadeln zu erhalten, die als parakristalline Vorstufe zu anderen aus- 
geprigten Kristalltrachten anzusehen sind?. 

Wahrend nun das Aminosiurespektrum der Pferdeleber- und der 
Pferdeblutkatalase? bereits untersucht worden ist, wird nachstehend die 
Aminosiiurezusammensetzung der hexagonal kristallisierenden Rinder- 
leberkatalase mitgeteilt, die nach dem friiher beschriebenen Verfahren 
gewonnen wurde. Die Auftrennung des Katalasehydrolysats erfolgte 
papierchromatographisch. 

Hydrolyse: Das iiber Phosphorpentoxyd im Vak. getrocknete Ferment 
wurde unter Vak. in abgeschmolzenen Glasréhren mit 5-n. HCl bei 150° 6 Stdn. 
hydrolysiert und das Hydrolysat durch mehrmaliges Aufgeben von Wasser und 
Eindampfen im Vak. von der Salzsaure befreit. Die Einstellung der Aminosaure- 
konzentration geschah durch Aufwiegen von Wasser auf das bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknete Hydrolysat. 

Papier: Die Trennung der Aminosauren erfolgte auf Papier von Schleicher & 
Schill, Nr. 2043b, eindimensional, absteigend, dergestalt, daB auf die 12 cm 
breiten Streifen auBen jeweils Hydrolysat, in der Mitte dagegen ein Vergleichs- 
aminosiuregemisch aufgetragen wurde. Die Startlinie des Hydrolysats bzw. 
Aminosiuregemisches befand sich auf einer Zunge von etwa 2 cm Breite nach dem 
Vorschlag von Marchall und Mittwer’. 

Lésungsmittelgemische: Mit Hilfe von 4 Lésungsmittelgemischen gelang 
die Aufteilung des Hydrolysats, so da eine quantitative Bestimmung der Amino- 
siuren moéglich war. 


Es wurden verwandt: 

1. Partridge-Gemisch (n-Butanol: Wasser: Eisessig) fiir Cystin, Prolin, Tyrosin, 
Valin + Methionin, Leucingruppe und im Uberlauf (48 Stdn.) Histidin, Lysin 
und Arginin. 

2. Phenol (gesattigt mit Boratpuffer, py 12)4, fiir Asparaginsaure, Glutaminsiure. 
Serin, Glycin, Threonin und Alanin. 


1 G.Schnuchel, diese Z. 298, 241 [1954]. 

2 H. Theorell u. A.Akesson, Ark. Kem. Mineralog. Geol. 16 A, Nr. 8 
[1942]; R. K. Bonnichsen, Arch. Biochemistry 12, 83 [1947]. 

3 J.G.Marchall u. P. Mittwer, Proc. Kon. nederl. Akad. Wetensch., 
Ser.C 54, 391 [1951]. 

4B. F. MacFarren, Analytic. Chem. 23. 168 [1951]. 
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3. o-Kresol (gesaittigt mit Boratpuffer py 8,4) fiir Valin und Methionin. 
4. Pyridin : Amylalkohol : Wasser (25:50:25)° fiir Leucin, Isoleucin und Phenyl. 
alanin sowie Methionin und Valin. 

Anfarben: Die Papierstreifen wurden im Luftstrom bei 60° getrocknet, 
mit Ninhydrinlésung bespriiht (0,5°, Ninhydrin in wassergesattigtem Butanol) 
und bei 60° im Trockenschrank in wasserdampfgesattigter Atmosphare die Farbung 
erzeugt. Durch Aufspriihen von Kupfersalz-Reagens (2 ml gesattigte Kupfern itrat. 
lésung, 0,2 mi 10-proz. Salpetersiure und 100 ml 96-proz. Alkohol) wurde dann 
der rote Kupfer-Ninhydrin-Farbkomplex hergestellt, der haltbar ist und sich nach 
Extraktion mit Methanol einwandfrei bei 470 my kolorimetrieren 1aBt. 

Bode, Hiibner, Briickner und Hoeres®’ brachten dieses zuverlissige 
Verfahren in Anwendnug, das in einer sehr kritischen Arbeit von Fischer und 
Dérfel® an Aminoséuregemischen getestet wurde. Sie bestatigten die hédhere 
Sicherheit gegeniiber der einfachen Ninhydrinfarbung. 

Konzentration der Aminosauren: Da bei diesen Untersuchungen keine 
genaue Ubereinstimmung der Extinktionen von aromatischen Aminosauren einer. 
seits und allen tibrigen andererseits gefunden wurde (vgl. Bode)? war es notwendig, 
ein Vergleichsaminosauregemisch auf jedem Papierstreifen mitlaufen zu lassen, das 
in qualitativer und in annahernd quantitativer Zusammensetzung dem Hydrolysat 


Die Aminosauren der Rinderleberkatalase. 





Aminosaure Amino Total Mol Amino- 
Aminosaure N/100 g N/100 g sdiure/Mol 
¢ i Protein Protein Katalase* 


A 
a] 





Serine. ... 0,41 0,41 
.Glycin. . . . 0,45 
Alanin. ... 0,67 
Threonin. . . 0,39 
Valin. ... 0,73 
Methionin . . 0,26 
Cystin. . . . 0,13 
Prolin. ... 0,55 
Leucin. ... 0,92 
Tsoleucin. . . 0,41 
Phenylalanin . 0,64 
Tyrosin ... 0,53 
Tryptophan . 0,24 
Asparaginsaure 1,21 
Glutaminsaure 0,93 
Lysin . 1,60 

inn... 0,64 
Histidin . . . 0,69 
Ammoniak. . — 
11,40 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
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Hamin. ... 




















* M. G. der Katalase 225 000. 


5 K. Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 17 [1951]. 

6 F. Bode, H.T. Hiibener, H. Briickner u. K. Hoeres, Naturwissen- 
schaften 89, 524 [1952]; vgl. Th. Wieland u. E. Kawerau, Nature [London 
168, 4262 [1951]. 

7 F. Bode, Biochem. Z. 286, 433 [1955]. 
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entsprach. Die Konzentration der Aminosauren im Hydrolysat wie im Testgemisch 
lag etwa zwischen 1—5 y/emm; es wurden 8—10cmm auf die Startlinie auf- 


getragen. 
Bestimmung des Tryptophans: Tryptophan erleidet bei saurer Hydrolyse 


des Proteins weitgehenden Abbau. Es lieB sich nach Spies und Chambers?® im 
unhydrolysierten Eiwei8 mit konz. Schwefelsiure und p-Dimethylaminobenz- 
aldehyd bestimmen. Die entstehende blaue Farbung konnte bei 570 my kolori- 
metrisch ausgewertet werden. 

Die Bestimmung des Amid-Stickstoffs erfolgte nach Harington und 
Mead?° durch Hydrolyse des Proteins mit 5-n. HCl und Destillation des Ammoniaks 
aus alkalischer Pufferlésung. 


: Zusammenfassung 


Das Protein der kristallisierten Rinderleberkatalase enthalt 
18 Aminosiuren. Das Mengenverhiltnis der einzelnen Aminosiauren zu- 
einander bietet keine Besonderheit. 


Summary 


The protein of crystalline bovine liver catalase contains 18 amino 
acids. The quantitative relationships of the individual amino acids to 
one another present no unusual features. 


8 F. G. Fischer u. H. Dérfel, Bidchem. Z. 324, 544 [1953]. 
9 J.R. Spies u. D.C. Chambers, Analytic. Chem. 21, 1249 [1949]. 
10 ©, R. Harington u. T. H. Mead, Biochem. J. 30, 1601 [1936]. 
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Untersuchungen an Rinderleberkatalase 
Ill. Mitteil.: Eigenschaften der Praparate 
Von 
G. Schnuchel 


Aus dem Institut fiir eee, wrap ners Rostock (Direktor: Prof. Dr. W. Langenbeck) 
der D demie der Wi haften zu Berlin 





(Der Schriftleitung zugegangen am 26. September 1955) 


In der alteren Literatur finden sich verstreut Angaben iiber die 
Erscheinungsformen kristallisierter Katalase, bei Sumner und Dounce! 
(Nadeln, Prismen, Platten) und Lemberg und Legge? (feine Nadel, 
Plattchen und hexagonale Platten). In jiingerer Zeit hat Tauber er. 
neut auf die Existenz mehrerer Kristallformen aufmerksam gemacht. 
Auch bei diesen Untersuchungen (vgl. I. Mitt.4) konnten 6 Formen be. 
obachtet werden. Am hiufigsten erhilt man Nadeln, Stabchen und 
hexagonale Siulen. 

Elektrophoretisches Verhalten 

Staibchenférmige und hexagonale Katalase erweisen sich in der 
Mikroelektrophorese-Apparatur nach Antweiler als einheitlich (1-proz. 
wiBrige Lésung, Dole-Puffer py 8,6, lonenstarke 0,12), desgleichen auf 
dem Papier (Schleicher & Schiill 2043, Ionenstarke 0,12, pu 8,6). 

Der Befund steht zunichst nicht unbedingt im Gegensatz zu der 
Léslichkeitsanalyse von Brown®, die drei Komponenten ausweist, da 
verschiedene Methoden erfahrungsgemifi sehr wohl verschiedene Er 
gebnisse bringen kénnen®*. Die von Brown gefundenen Komponenten 
diirfen jedoch nicht mit den unterschiedlichen Kristallisationsformen 
gleichgesetzt werden. 

Der Hiimin- bzw. Eisengehalt der Priiparate steht in keiner direkten 
Beziehung zur katalatischen Aktivitiit: 


Tab. 1. 





Kristallform Gesamt-Fe%, | Himin-Fe% 


B 0,109 0,095 
hex. Saulen 0,109 0,083 
Stabchen 0,098 0,074 

1 J.B.Sumner u. A. L. Dounce, J. biol. Chemistry 127, 439 [1939]. 

2 R. Lemberg u. J. W. Legge, Biochem. J. 87, 117 [1943]. 

3H. Tauber u. E. L. Petit, J. biol. Chemistry 195, 703 [1952]; H. Tauber, 
Enzymologia [Den Haag] 16, 311 [1954]. 

4 G.Schnuchel, die e Z. 298, 241 [1954]. 

5 G. L. Brown, Biochem. J. 51, 569 [1952]. 

















6 vgl. J. Ross Colvin, D. B. Smith u. W. H. Cook, Chem. Reviews 4, 


687 [1954]. 
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Daraus ergibt sich pro Mol Katalase (Mol.-Gew. 225000") folgende 
Himin- und Eisenverteilung: 


Tab. 2. 





Kristallform | Mol Hamin lg. At. Gesamt-Fe 


Nadeln. . . 4,17 4,8 
hex. Saulen . 3,66 4,4 
Stabchen. . 3,3 4,4 








Die kristalline Vorstufe, das nadelférmige Praparat, vereinigt 4 Moll. 
Eisen in 1 Mol. Katalase, die anderen Kristallformen dagegen nur 
3,5 Molekiile. 

Die Bestimmung des Gesamt-Eisens erfolgte nach Lorber® bei 
470 mu, die des Hamins als Pyridinhimochrom bei 500 my. 

Zur Ermittlung der Katalasefahigkeit (Kat. f.) wurde die Methode 
von v. Euler und Josephson ® und die Modifikation von Bonnichsen, 
Chance und Theorell?° angewandt. Es ergaben sich nach verschiedenen 
Ermittlungsverfahren fiir den Kat. f.-Wert unterschiedliche Aktivititen. 


Tab. 3. 





Kat. f. 
A B C 


Kristallform | 





Nadeln. . . 30100 31200 33500 
hex. Saulen . 44900 44700 51800 
Stabchen . . 44500 46500 50300 


Kat. f.-Wert ermittelt: 

A. Aus der Wasserstoffperoxydkonzentration unmittelbar nach Zugabe der 
Katalase und zu den Zeiten ¢ = 3, 6, 9, 12 min. 

B. Durch graphische Extrapolation aus der Geraden der Reaktionsgeschwin- 
digkeitskonstanten fiir die Zeit t = 0. 

C. Aus der Wasserstoffperoxydkonzentration vor Zugabe der Katalase und 
zu den Zeiten ¢t = 3, 6, 9, 12 min. 


Die Abweichungen iiberschreiten die Fehlergrenze, so dal es not- 
wendig erscheint, jeder Angabe des Kat. f.-Wertes die Bestimmungs- 
methode beizufiigen. 

Die Katalasepriparate lassen sich ohne Aktivitiatsverlust natur- 
gemifS bei erheblichen Substanzverlusten mehrmals umkristallisieren. 
7 J.B. Sumner, A.L. Dounce u. V.L. Frampton, J. biol. Chemistry 
136, 343 [1940]. 

8 F. Lorber, Biochem. Z. 181, 391 [1927]. 

° H.v. Euler u. K. Josephson, Ber. dtsch. chem. Ges. 452, 158 [1927]. 

10 R. K. Bonnichsen, B. Chance u. H. Theorell, Acta chem. scand. 1, 
685 [1947]. 
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Tab. 4. 





Nr. der 


Ketetaiitention Kristallform | Kat. f. 





Nadeln . . 32200 
Nadeln . . 35100 
hex. Saulen 40800 
hex. Saulen 40500 


Zusammenfassung 
Kristallisierte Rinderleberkatalase verhilt sich elektrophoretisch 
einheitlich. Ihre Aktivitaét steht in keinem direkten Zusammenhang zum 
Hamingehalt. Sie laBt sich mehrmals ohne Aktivitatsverlust umkristal- 
lisieren. 
Summary 


Crystalline bovine liver catalase behaves electrophoretically as a 
single substance. There is no direct relationship between its activity and | 
the haemin content. It can be repeatedly recrystallized without loss of 7 
activity. : 
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Die enzymatische Hydrolyse von Herzgiftglykosiden 


durch Elaterase 
Von 
P. R. Enslin und §. Rehm 
Aus dem National Chemical Research Laboratory, South African Council for Scientific and Industrial 
Research, Pretoria und der Division of Horticulture, Department of Agriculture, Pretoria 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Oktober 1955) 


Die enzymatische Hydrolyse von Herzgiftglykosiden war in den ver- 
gangenen zwanzig Jahren der Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. 
Enzympriparate, die imstande sind, verschiedene Glykoside teilweise 
oder véllig zu spalten, wurden aus den Samen verschiedener Herzgift 
enthaltender Pflanzen und aus Pilzen, Schnecken und verschiedenen 
tierischen Organen isoliert!. Glykoside vom Typ Aglykon-(Glucose), 
werden bis zur Aglykon-Stufe abgebaut, waihrend bei Glykosiden vom 
Typ Aglykon-(Desoxyzucker),-(Glucose)y im allgemeinen nur die Glu- 
cose abgespalten wird. Die von uns benutzten Glykoside Scillirosid, 
Scillaren A, k-Strophanthin-£ und Digilanid A werden nach diesen Unter- 
suchungen in folgender Weise gespalten : Scillirosid [Scillirosidin-Glucose ] 
zm Scillirosidin, Scillaren A [Scillarenin-Rhamnose-Glucose] zu Proscil- 
laridin A [Scillarenin-Rhamnose], k-Strophanthin-6 [Strophanthidin- 
Cymarose-Glucose] zu Cymarin [Strophanthidin-Cymarose] und Digi- 
lanid A [Digitoxigenin-(Digitoxose), - (Acetyl)-Glucose] zu Acetyldigi- 
toxin [Digitoxigenin-(Digitoxose), - (Acetyl) ]. Gewisse Pilze kénnen je- 
doch adaptiv Enzyme, die Desoxyzucker von Aglykonen zu trennen 
vermégen, bilden?. 

Im Rahmen unserer Arbeiten iiber Bitterstoffe der Cucurbitaceen 
wurde die Wirkung von Elaterase, einer leicht zugiinglichen $-Glucosi- 
dase, die vor vielen Jahren von Berg? in Ecballiwm elaterium nach- 
gewiesen worden war, untersucht. Wir haben gefunden‘, daB 0,2 mg 
Elaterase, aus Cucumis myriocarpus und C. leptodermis isoliert, 100°mg 
Elaterinid in etwa einer Stunde véllig zu Elaterin und Glucose spalten. 
In der vorliegenden Veréffentlichung wird die Wirkung von Elaterase 
auf die vier oben erwaihnten Herzgiftglykoside beschrieben. 

Der Spaltungsgrad dieser Glykoside wurde gewoéhnlich durch Ti- 
tration der gebildeten reduzierenden Zucker oder durch praparative 
Isolierung der gebildeten Aglykone oder sekundiren Glykoside bestimmt. 


1 A. Stoll u. J. Renz, Enzymologia [Den Haag] 7, 362 [1939]; A. Stoll in: 
Die Methoden der Fermentforschung (E. Bamann u. K.Myrback) II, 1800 
[Thieme, Leipzig 1941]; T. Reichstein, Angew. Chem. 63, 412 [1951]. 
2 A. Stoll, J. Renz u. A. Brack, Helv. chim. Acta 34, 2301 [1951]. 
3 A. Berg, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 154, 370 [1912]. 
ly P. R. Enslin, F. J. Joubert u. 8. Rehm, J. Sci. Food Agric., im Druck, 
56. 
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Fir eine solche Bestimmung werden 100 bis 200 mg Glykosid benstigt. 
Kiirzlich wurde eine Mikromethode zur Untersuchung der enzymatischen 
Hydrolyse der Purpureaglykoside A und B beschrieben®, bei der die 
primaren Glykoside nach papierchromatographischer Trennung von den 
Spaltungsprodukten fluorometrisch bestimmt werden. Wir benutzten da- 
gegen die papierchromatographische Bestimmung der gebildeten Zucker 
zur quantitativen Verfolgung des Hydrolyse-Verlaufes. Die enzymatische 
Spaltung von 20 mg Glykosid wurde mit etwa 12 mg dialysierter Elate. 
rase in 4ccm Acetatpufferlésung durchgefiihrt. In bestimmten Zeit. [ 








Verlauf der Spaltung von Her. 
giftglykosiden durch Elaterase, | 
I Digilanid A; . 

_IL k-Strophanthin-; 

TIT Scillirosid ; 

IV Scillaren A. 
Die Ordinate zeigt die Spal. | 
tungen in % der theoretischen | 

Ausbeute. i 























24 
Stdn.—— 


abstainden wurden kleine Mengen dieser Lésung auf ein Papierchromato- 7 
gramm aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte mit Essigester-Kisessig. 7 
Wasser (5:2:2). Die untere Hilfte des Chromatogramms (Ry 0,0—0,5) | 
wurde mit einem Zuckerreagens und die obere Hialfte (Ry 0,5—1,0) mit 7 
einem Farbreagens fiir Aglykone und Glykoside bespriiht. : 

Da kein anderer Zucker als Glucose gebildet wurde, konnte die |” 
papierchromatographische Bestimmung von Glucose als MaB fiir den 
Spaltungsgrad der Glykoside dienen. Verschiedene Methoden fiir die : 
quantitative Bestimmung von Zucker auf Papier sind in der Literatur | 
beschrieben®. Fiir unseren Zweck geniigte der visuelle Vergleich der © 
durch die freigesetzte Glucose gebildeten Flecken mit den von Glucose- 
Standardlésungen erhaltenen. Die Spaltung der Glykoside wurde ebenso 
deutlich durch das Verschwinden der Flecken der primaren Glykoside 7 
und das Erscheinen bzw. die Zunahme der Aglykon- oder Desgluco- 7 
Glykosid-Flecken auf der oberen Hilfte der Chromatogramme. 

Die neugebildeten Glykoside und Aglykone wurden mittels Papier- 
chromatographie, Kristallform, Schmelzpunkt und Farbreaktionen 
charakterisiert. Die Ergebnisse der quantitativen Versuche zeigt die 
Abbildung. 


5 K.B. Jensen, Acta pharmacol. toxicol. [Kébenhavn] 10, 347 [1954]. 
6 F. A. Isherwood, British Medical Bulletin 10, 202 [1954]. 
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Die Herzgiftglykoside werden durch Elaterase relativ schnell ge- 
spalten, verglichen mit den fiir andere Enzyme angegebenen Werten. 
Die leichte Spaltung von Digilanid A mit Elaterase, einem Lyoenzym, 
ist besonders bemerkenswert hinsichtlich der Tatsache, daB dieses 
Glykosid, trotz seiner leichten Spaltbarkeit durch Desmoenzyme aus den 
Blittern von Digitalis-Arten, nur schwierig mit Enzymen anderer Her- 
kunft zu spalten ist. Die langsame Spaltung von Scillaren A ist wahr- 
scheinlich teilweise durch seine schlechte Léslichkeit bedingt. Schiitteln 
ergab keine Erhdhung des Umsatzes. 

Unsere, Versuche wurden mit 20 mg Glykosid ausgefiihrt, um ge- 
niigend Material fiir die Isolierung und Charakterisierung der Abbau- 
produkte zu erhalten; wenn die Spaltung nur papierchromatographisch 
verfolgt werden soll, geniigen 100 y Glykosid fiir eine Bestimmung. 


Beschreibung der Versuche 
Ausfiihrung der Spaltungsversuche 


Die Elaterase-Lésung wurde auf die folgende Weise hergestellt: Eine triibe 
Lésung von 200 mg roher Elaterase* in 20 ccm 0,1-m. Acetatpuffer (pq 5,0) wurde 
unter Riithren wahrend 16 Stdn. gegen 1300 ccm Pufferlésung, die zweimal erneuert 
wurde, dialysiert. Kine kleine Menge eines flockigen Niederschlages wurde durch 
5 Min. Zentrifugieren bei 3500 U./Min. abgetrennt. Die klare Lésung enthielt etwa 
6mg Elaterase und etwa 0,08 mg freie, chromatographisch bestimmbare Glucose 

ro ccm. 

: Fiir die Spaltungsversuche wurden die Glykoside (20 mg) in heiBem 96-proz. 
Athanol (0,4 cem) gelést und Acetatpuffer (1,6 ccm) und Enzymlésung (2 ccm) 
rasch zugegeben. k-Strophanthin-f bildete eine klare Lésung, aus den Liésungen 
von Digilanid A und Scillirosid fiel eine kleine Menge amorphen Materials aus, und 
Scillaren A blicb gréBtenteils unléslich. Alle Spaltungsversuche wurden bei 35° 
durchgefiihrt. 


Identifizierung der Spaltungsprodukte 


Zur Identifizierung des gebildeten Zuckers wurden 25 7 dieser Lésungen nach 
24-stdg. Hydrolyse auf einem Streifen Whatman Nr. 1 Filterpapier (30 x 10 cm) 
aufgetragen. Die Chromatogramme wurden absteigend mit Essigester-Hisessig- 
Wasser (5:2:2) entwickelt. Nach 5 Stdn. hatte sich die Lésungsmittelfront etwa 
25cm bewegt. Dann wurden die Chromatogramme bei 110° getrocknet. Tollens 
Reagens’ war nicht spezifisch, da es schwarze Flecken sowohl mit Zucker wie mit 
Aglykonen und Glykosiden ergab. Das Silbernitrat-Reagens von Trevelyan, 
Proctor und Harrison®, welches bei der Chromatographie von Zuckern der 
Herzglykoside verwendet worden ist®, lieB in allen Fallen nur die Flecken von 
Glucose bei Rr 0,25 erscheinen. Fir quantitative Versuche gaben die p-Anisidin- 
hydrochlorid-1° und Anilinphthalat'!-Reagenzien zur Sichtbarmachung der 
Glucoseflecken gute Resultate. Bespriihen der Chromatogramme mit einem Ge- 
misch von 25-proz. Trichloressigséure in Athanol und 3-proz. Chloramin in Wasser 


7 Nach I. E. Bush u. D. A. H. Taylor, Biochem. J. 52, 643 [1952]. 
8 W. E. Trevelyan, D. P. Proctor u. J.S8. Harrison, Nature [London] 
166, 444 [1950]. 
® R. E. Winkler u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 37, 721 [1954]. 
s ." L. Hough, J. K.N. Jones u. W. H. Wadman, J. chem. Soc. [London] 
50, 1702. 
1S. M. Partridge, Nature [London] 164, 443 [1949]. 
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(8:2), gefolgt durch 5 Min. Erhitzen auf 110°, lieB die Glykoside und Aglykone 
in UV-Licht als gelb oder blau fluorescierende Flecken bei Rr >0,5 erscheinen, 

Zur Identifizierung der Aglykone und sekundaéren Glykoside wurde das 
6fache Volumen Athanol zu den Lésungen gegeben und das ausgefallte Enzym ab. 
filtriert. Nach Eindampfen des Filtrats i. Vak. bis zur Trockene wurde der Riick- 
stand in 10 cem 40-proz. waBr. Athanol gelést und 6mal mit Chloroform extrahiert, 
Nach Abdampfen des Chloroforms wurden die Rohprodukte in 4 ccm Methanol 
gelist. Diese Lésungen wurden fiir die chromatographische Trennung auf Papier 
aufgetragen. Verschiedene Methoden sind fiir die Entwicklung von Papierchromato. 
grammen der Herzgiftglykoside beschrieben worden; die folgenden gaben in unseren 
Versuchen eine gute Trennung zwischen den Glykosiden und ihren herzaktiven 


Spaltungsprodukten: a) mit Formamid imprigniertes Papier mit Chloroform als | 


mobiler Phase’*; b) mit Wasser imprigniertes Papier mit Butanol-Toluol-(1:3). 
Gemisch als mobiler Phase!*; und besonders c) Papier impragniert mit der oberen 
Phase einer im Gleichgewicht befindlichen Mischung von n-Octanol, Garungs. 
amylalkohol, Wasser und Formamid (8:2:8:2), entwickelt mit der unteren Phases, 
Als Reagenzien zur Sichtbarmachung der Flecken auf den. Chromatogrammen 


diente Trichloressigsiure-Chloramin. Die R-Werte unterliegen bekanntlich sehr | 
groBen Schwankungen, so daf8 fiir eine sichere Identifizierung Vergleichssubstanzen | 
auf dasselbe Chromatogramm aufgetragen werden sollten. Wegen Mangel an Ver. | 
gleichssubstanzen wurden deswegen die Spaltungsprodukte isoliert und mittels ~ 


Kristallform, Schmelzpunkt und Farbreaktionen charakterisiert. 
Die roten Hydrolyseprodukte wurden durch 10g neutralen Aluminium. 
hydroxyds (in B irettenrohr) mit Benzol-Chloroform-Gemischen filtriert und aus 


Methanol oder 50-proz. war. Methanol kristallisiert. Die folgenden Produkte [ 


wurden auf diese Weise identifiziert: 


a) Die Hydrolyse von Scillirosid ergab einige Kristalle, die durch Um. | 
kristallisieren schlecht zu reinigen waren. Nach 16-stdg. Acetylierung mit 3 Tropfen | 
Acetanhydrid und 2 Tropfen Pyridin bei Zimmertemperatur und Abdampfen des | 
Lésungsmittels im Vak. wurde Scillirosidin acetat erhalten, das gut aus Methanol © 


in Plattchen, Schmp. 255°, kristallisierte; b) Von dem Hydrolyseansatz von 


Scillaren A konnte nur das unverinderte Ausgangsmaterial in hexagonalen Platt. © 
chen, Schmp. 245—247°, aus 50-proz. Methanol isoliert werden; c) Die Hydrolyse © 


von k-Strophanthin-f lieferte Cymarin, aus Methanol Prismen, Schmp. 143— 1479; 


Farbreaktion mit 84-proz. Schwefelsiure: gelb, dann braun; Keller-Kiliani- 
Reaktion: positiv; d) Die Hydrolyse von Digilanid A lieferte Acetyldigitoxin, ~ 


hexagonale Plattchen aus Methanol, Schmp. 217—218°. 
Verlauf der Spaltung 


Fir die quantitativen Experimente iiber den Spaltungsverlauf wurden 25] | 
der Glykosid-Elaterase-Ansatze nach 0, 1, 2, 5, 10 und 24 Stdn. auf einen Streifen | 
(30 x 15cm) Filterpapier, Whatman Nr. 1, aufgetragen, wobei darauf geachtet | 
wurde, da8 die GréBe der Flecken immer dieselbe war und einen Durchmesser von | 
lem nicht iiberschritt. Eine Infrarotlampe wurde zur schnellen Trocknung der | 
Flecken benutzt. Unter diesen Bedingungen fand offenbar keine weitere Hydrolyse | 


der Glykoside auf dem Papier statt. 


Die Chromatogramme wurden, wie oben angegeben, mit einer Mischung von © 


Essigester-Eisessig-Wasser absteigend entwickelt und nach dem Trocknen in der © 
Mitte zwischen Startlinie und Lésungsmittelfront quer durchgeschnitten. Zur 
Sichtbarmachung der Glucoseflecken wurden die unteren Halften der Chromato- 
gramme mit einer 3-proz. Lésung von p-Anisidin-hydrochlorid in wassergesattigtem 
n-Butanol oder mit einer Lésung von 0,93 g Anilin und 1,6 g Phthalsaure in 100 ccm 


122 K. B. Jensen, Acta pharmacol. toxicol. [Kébenhavn] 9, 99 [1953]. 
138 QO. Schindler u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 34, 108 [1951]. 
144 E. Schenker, A. Hunger u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 37, 680 


[1954]. 
15 R. Tschesche, G. Grimmer u. F. Seehofer, Chem. Ber. 86, 1235 [1953]. 
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wassergesittigtem n-Butanol bespriiht. Nach 5 Min. Erhitzen auf 110° erschienen 
braune Flecken, deren Intensitaét im UV-Licht mit Standardglucoseflecken ver- 
glichen wurde. Zur Standardisierung dienten Glucoselésungen, von denen 25 4 
Mengen von 5, 10,15, 20,25 und 30y Glucose entsprachen. Die Vergleichs- 
chromatogramme liefen gleichzeitig und unter identischen Bedingungen mit den 
Versuchschromatogrammen. Die so gewonnenen Werte fiir die enzymatisch frei- 
gesetate Glucose wurden noch fiir den Glucosewert der Elateraselésung (1—2 y) 
korrigiert. In dem Gebiet von 5—30 y konnte die Menge der freigesetzten Glucose 
innerhalb eines Fehlers von 3 y bestimmt werden. Oberhalb dieses Gebietes nimmt 
die Genauigkeit ab. Wenn die Menge der entstandenen Glucose 30 y iiberschritt, 
wurden deshalb weniger als 25 A der hydrolysierten Lésungen auf die Chromato- 
gramme aufgetragen. Eine gréBere Genauigkeit kann erhalten werden, wenn man 
die hydrolysiérten Lésungen und die Standardlésungen auf demselben Streifen 
Papier laufen 1aBt. 

Die Aglykon- und Glykosidflecken wurden durch Bespriihen der oberen 
Halften der Chromatogramme mit dem Trichloressigséure-Chloramin-Reagens 
sichtbar gemacht. Bei Scillaren A, Scillirosid und k-Strophanthin-f ergaben die 
Spaltungsprodukte Flecken in der Nahe der Lésungsmittelfront, deutlich getrennt 
von denen der urspriinglichen Glykoside, welche bei Rr-Werten zwischen 0,6—0,8 
erschienen. Die Trennung zwischen Digilanid A und Acetyldigitoxin war weniger 
ausgepragt. Die durch die primaren Glykoside verursachten Flecken nahmen 
entsprechend der fortschreitenden Spaltung mehr und mehr ab, wahrend die 
Flecken der Hvdrolyseprodukte an GréBe und Intensitaét zunahmen. 


Wir sind Herrn Prof. Dr. A. Stoll, Basel, fiir die Uberlassung der 4 Herzgift- 
glykoside zu groBem Dank verpflichtet. Dr. D. A.Sutton danken wir fiir sein 
Interesse an dieser Untersuchung. Die Arbeit wird mit Genehmigung des Council 
for Scientific and Industrial Research und The Chief, Division of 
Horticulture, verdéffentlicht. 


Zusammenfassung 

1. Eine Schnellmethode, die den Verlauf der Hydrolyse kleiner 
Mengen von Herzgiftglykosiden mit Hilfe der papierchromatographi- 
schen Bestimmung des gebildeten Zuckers quantitativ zu verfolgen ge- 
stattet, wird beschrieben. 

2. Elaterase, eine £-Glucosidase, die aus Cucumis-Arten isoliert 
wurde, spaltet aus den Glykosiden Scillirosid, k-Strophanthin-f, Digi- 
lanid A und Scillaren A ein Molekiil Glucose ab. Die Hydrolyse der 
3 erstgenannten Glykoside verliuft relativ schnell. Die Identitat der 
Spaltungsprodukte wurde durch Isolierung und Charakterisierung der 
Desglucoverbindungen festgestellt. 


Summary 

1. A rapid method is described which enables the course of the 
hydrolysis of small amounts of cardiac glycosides to be followed quantitat- 
ively. The method is based on paper chromatographic determination of 
the sugar which is formed. 

2. Elaterase, a B-glycosidase isolated from Cucumis species, cleaves 
one molecule of glucose from the glycosides scilliroside, k-strophanthin-f, 
digilanide A and scillaren A. The hydrolysis of the first three glycosides 
proceeds comparatively rapidly. The identity of the cleavage products 
was established by isolation and characterization of the desgluco- 
compounds, 
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Experimentelle Beitrage 
zum Hyaluronsdure-Hyaluronidase-Problem, 
speziell bei malignen Erkrankungen 
Von 
M. Biichner und W. Schine 


Aus der I. medizinischen Klinik des Stadtkrankenhauses Dresden-Friedrichstadt, 
Chefarzt: Prof. Dr. med. habil. F. Lickint 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. August 1955) 


In den letzten Jahren haben die Erkenntnisse iiber die groBe Be. 


deutung des Hyaluronsiure-Hyaluronidase-Systems fiir den physiologi- é 


schen Stoffwechsel des Intercellulums rasch zugenommen. Auf Grund 
unserer Untersuchungen konnten wir die Ansichten von H. Gibian! 


und anderen bestitigen, daB diesem Fermentsystem eine besondere Be. | 


deutung auch im Carcinomgeschehen zukommt. 


In vorliegender Arbeit interessierte uns speziell der Einflu8 der 4 


Hyaluronsaure und Hyaluronidase auf die serologische Krebsdiagnostik. 
Wir konnten, wahrscheinlich machen, da die polarographische Krebs. 


reaktion u. a. auf der fermentativen Einwirkung der Hyaluronidase auf | 


gewisse Mucopol;saccharide (allgemein als Hyaluronsiure bezeichnet) ~ 
beruht, wie wir schon in einer friiheren Arbeit? vermuteten. Hi 
> 


Versuchsteil 


Zur Klarung dieser Vorginge dienten uns zunichst Modellversuche mit 


der polarographischen Serumreaktion (PS-Reaktion). 


Brdicka*® konnte 1937 als erster eine charakteristische polarographische |~ 


Protein-Doppelwelle resp. -Stufe erhalten, die insbesondere durch schwefelhaltige 
Proteine und Polypeptide in ammoniakalischen 2- und 3 wertigen Kobaltlésungen 


hervorgerufen wird. Um die dabei polarographisch wirksamen Disulfid- und Sulf | 
hydrylgruppen, die im EiweiBmolekiil maskiert sind, freizulegen, wird mit Kali- | 
lauge denaturiert und anschlieBend das nicht angegriffene EiweiB durch eine Sulfo- 
salicylsiurefallung von den Spaltprodukten getrennt (Filtratreaktion nach 
Brdiéka). In neuerer Zeit konnten Hasselbach und Schwabe’, auch in Zu | 
sammenarbeit mit Lickint und Biichner®, durch Zusatz eines Zinksalzes zu der | 
Grundlésung eine neue Stufenform erhalten. An Stelle der charakteristischen / 
Protein-Doppelwelle entsteht eine Stufe, die der der reinen Grundlésung ahnlich ist, © 


1H. Gibian, Ergebn. d. Enzymforschung 13, 1 [1954]. 


* ¥. Lickint, M. Bichner, A. Pietsch u. H.Ch. Brohmer, Z. inn. Mods 


Grenzgeb. 10, 961 [1955 . 

3 a) R. Brditka, Polarographic investigations in serological Cancer diagnosis, 
Nature [London] 189, 1020 [1937]; b) vgl. auch Advances in Cancer Research, 
Bd. I, 8. 518, Akademie Press (New York) 1953. 

4H. Hasselbach u. K. Schwabe, Naturwissenschaften 40, 24, 627 [1953]. 


5 a) H. Hasselbach u. K. Schwabe — F. Lickint u. M. Biichner, Phar. © 


mazie 1955. 5: b) M. Biichner u. F. Lickint, Z. Arztl. Fortb. 48, 15, 523 | 


[1954]. 
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Polarographische Stromspannungsbilder, aufgenommen mit Original- 
Heyrovsky-Polarographen, Modell V-301, in Kobaltpuffer mit Zinkzusatz®, im 
Empfindlichkeitsbereich 1 : 150 bis 1 : 500 und im Aufnahmebereich von —0,8 bis 
—2,0 Volt bei 20° C*. 

I: Polarogramm eines Normalserums (zum Vergleich). 

II: Polarogramm eines Carcinom-Serums (zum Vergieich). 

III: Polarogramm einer bebriiteten Hyaluronsaurelésung. 
IV: Polarogramm einer reinen, unbehandelten Hyaluronsaurelésung. 

V: Polarogramm eines Normalserums -- Zusatz von HD. 

VI: Polarogramm H + HD. 


* Bei rund 20 Untersuchungen konnten die Ergebnisse gut reproduziert werden. 
Was allerdings die Kurven bzw. Stufenform und -héhe anbelangt. so laBt sich kein 
einheitliches MindestmaB (vgl. 1. c.5) festlegen, denn die gemessenen Stufenhéhen 
sind auch bei den reinen Serumfiltrat-Aufnahmen sehr wesentlich von der polaro- 
graphischen Apparatur (Galvanometerempfindlichkeit, Zellendimension, Elektrolyt- 
widerstand) — selbst bei konstanter Temperatur und Tropfgeschwindigkeit — 
sowie auch von dem EiweiSzustand des betreffenden Serums abhangig. 
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deren Maximum bei Normalseren iiber die Stufe hinausragt, bei Krebsseren da. 
gegen deutlich unterdriickt wird (vgl. die Abb.ld.); allerdings ist die Reaktion nicht 


krebsspezifisch. 


a) Modellversuche 

Wir lieBen 4 Schering-Einheiten Hyaluronidase (HD) auf 1,0 ml 0,3-proz, 
Hvaluronsaure (H) 20 Stdn. bei 37° einwirken und konnten eine der positiven 
polarographischen Reaktion ahnliche Kurvenform (vgl. auch katalytische Cystin. 
wirkung |. c.’) hervorrufen (vgl. die Tab.). 


Ausfall der PS-Reaktion beim Zusatz von Hyaluronidase (HD) 
(,,.Kinetin“) zu 0,3-proz. Hyaluronsaiure (H)-Lésung 
bzw. zu Normalserum. 
Alle Ansaitze mit Ausnahme von * wurden 20 Stdn. bei 37° bebriitet. Lésungs. 
mittel fir H und HD war ,,Standardacetatpuffer“, pa 4,5 bei 20° + 3% Natl. 





Ferment 
Substrat entspr. PS-Reaktion 


(in ml) Menge Schering-Einh. 





Direkte Aufnahme 
10H 0,2 HD 4E positives Verhalten 


1,2 H gepuffert* .... - — negatives Verhalten 
1,2 H ungepuffert ... _ — negatives Verhalten | 
; (Maximumdampfg.) | 
1,2 H gepuffert* ... . - negatives Verhalten | 
2 (Maximumdampfg,) 
Aufnahme n. Vorbehandlg. 
(d.h. Filtratreaktion von 
Brdi*ka nach Bebriitung) 
10 Serum +0,2H... negativ 
0,8 Serum+0,.22H... positiv 
positiv 
positiv i 
Direkte Aufnahme von . . unspez.f. Verhalten 


Eine positive PS-Reaktion kénnte man daher als die Folge einer HD-Wirkung ~ 
auf Mucopolysaccharide ansehen. i 

Interessanterweise lieB sich in Nebenversuchen bei der polarographischen 
Aufnahme von von uns aus Rinderaugenglaskérpern gewonnenen Hyaluronsaure- | 
Praparaten, die mit Salzsiure hydrolysiert wurden, eine deutliche Cystin-Aktivitit — 
feststellen. Dabei lieBen sich auch mit der Ninhydrin-Reaktion freie Aminosiuren 
nachweisen, obwohl die iiblichen EiweiSfallungs-Reaktionen negativ verliefen. Dies 
diirfte auf eine im Rohprodukt noch vorliegende besondere Bindung der Eiweib. 
komponente zuriickzufiihren sein. 

Das Schering-Praparat zeigte unter gleichen Bedingungen véllig negative 
Resultate. 


b) Versuche zum Nachweis und zur Bestimmung der HD 


im Serum 
Wir priiften die Seren Gesunder sowie Carcinomkranker mit Hilfe des Viskosi- 
tats-Testes® - des Acetylglucosamin-Testes’, der Bestimmung der reduzierenden 


* Fiir die Technik der Bestimmung sei vorgeschlagen, an Stelle der bisher 
meist verwandten Blutzucker-Pipetten das Ubbelohde-Viskosimeter (Schott & 
Gen., Jena) fiir eine genauere Bestimmung der Viskositét zu benutzen. 

6 H. Gibian, diese Z. 289, 1, 257 [1952]. 

? Ders., diese Z. 291, 6 [1952]. 
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Substanzen mit der Methode der Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen® 
und mit Hilfe der Polarographie®-. 

Bei den Versuchsansitzen hielten wir uns an die Literaturangaben. Die Modell- 
versuche wurden, wie bereits beschrieben, mit einer 0,3-proz. Hyaluronsdurelésung 
angesetzt, der jeweils 2—4 Schering-Einheiten Hyaluronidase zugesetzt wurden. 

Viskositatstest: Die Ergebnisse der Modellversuche entsprechen den An- 
gaben der Literatur; die Ubertragung dieser Versuche auf das Serum Gesunder 
und Carcinomkranker erbrachte keine signifikanten Ergebnisse. 

Bestimmung der reduzierenden Substanzen vor und nach Be- 
britung: Die Bedingungen des Modellversuches waren die gleichen wie beim 
Viskositatstest und hielten sich an die Vorschriften von Gibian? ®. Die Resultate 
der Modellversuche waren noch eindeutiger als die Ergebnisse beim Viskositatstest. 
Die Hauptversuche mit Seren Gesunder und Krebskranker, wobei 0,2 m/ Serum 
zu 1 mi 0,3-proz. Hyaluronsaurelésung zugefiigt wurden, ergaben zunachst keine 
sicheren Anhaltspunkte fiir eine Differenzierung. 

Was den eigentlichen Acety]glucosamin-Test anbetrifft, so wurde durch 
Ubersichtsversuche festgestellt, da8 er uns beziiglich dieser Fragestellung nicht 
weiterhelfen konnte. 

Der negative Ausfall dieser Versuche beruht vermutlich auf einer 
Inaktivierung der HD durch die im Serum vorkommenden Inhibitoren, 
deren thermostabile Phase spezifisch gegen Hyaluronidase gerichtet ist 
(Antihyaluronidase). 

Versuche, das polarographisch positiv reagierende Serum eines Carcinom- 
kranken durch Zugabe von Hyaluronséure umzustimmen, waren ohne Erfolg. 
Damit bestatigen wir die Ergebnisse von D. Glick und Mitarb.®, wonach es sich 
bei diesen Inhibitoren um keine kompetitive Hemmung durch Serummucoproteine 
zu handeln scheint. 

Wie die Tabelle zeigt, ist es gelungen, das Serum gesunder Personen 
mit Hilfe des spezifischen Fermentes ,,krebspositiv’‘ zu machen; daher 
sollte das spezifische Substrat auch im Serum Gesunder vorkommen. 
Es war uns aber mit den bisherigen chemischen Bestimmungsmethoden 
nicht méglich, dieses Mucopolysaccharid zu fassen. 

Dagegen ist es uns gelungen, die Angaben von I. Berkés, D. Devic-Mikac 
und V. Karas?®, nach denen eine positive Rivalta-Reaktion auf dem Vorhanden- 
sein von Hyaluronsaéure beruht, zu bestatigen. Durch eine Modifikation dieser 
Reaktion, ausgefiihrt bei einer Serumverdiinnung 1 : 64, konnte in 49 Fallen weit- 
gehende Parallelitat der Ergebnisse mit der Polarographie erzielt werden. Versuche 
mit einer reinen Lésung von Kaliumhyaluronat zeigten, daB fiir den positiven Aus- 
fall die Hyaluronsaéure verantwortlich ist. 1 Tropfen der 0,2-proz. Lésung in aqua 
bidest. zu 6,4 m/ des 1: 64 verdiinnten Serums eines Gesunden gibt eine positive 
Rivalta-Reaktion. Positiv ist die Reaktion bei all den Fallen, die auch mit der 
PS-Reaktion positiv registriert werden. 


Diskussion 


Die Frage, ob die gesteigerte HD-Aktivitaét nur dem Serum z. B. 
Krebskranker, gleich welcher Genese, zuakommt und im Serum Gesunder 
durch Inhibitoren unterdriickt wird (vgl. 1112), muB infolge des nega- 


8 H. Gibian, diese Z. 289, 165 [1952]. 

® D. Glick u. Mitarb., Proc. Soc. exp. Biol. Med. 71, 412 [1949]. 
10 T. Berkés u. Mitarbb., diese Z. 294, 142 [1953]. 

1 Vgl. R. J. Winzler u. J. M. Smyth, J. clin. Invest. 617 [1948]. 
” H. Gibian, diese Z. 800, 261 [1955]. 
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tiven Ausfalls der unter b) geschilderten Versuche, die wir vorliufig 
noch nicht erkliren kénnen, noch offen bleiben. 

Im Zusammenhang damit ist bemerkenswert, daB haiufige Bluttrans. 
fusionen giinstig auf den Krebskranken wirken und den carcinomatisen 
Proze8 unter Umstinden fiir kurze Zeit zum Stillstand bringen (zit. n. 
Prof. Dr. Biirger, Leipzig). Mit der Bluttransfusion werden sicherlich 
diese HD-Inhibitoren mit iibertragen, die eine Bedeutung in der Min. 
derung der HD-Wirkung haben kénnten. Eine Erhéhung des HD. 
Spiegels bedeutet ja eine Erhéhung der Metastasierungsgeschwindigkeit. 

Leider ist es mit den bisher bekannten Methoden auch noch nicht 
méglich, die sich hieraus ergebende Frage zu priifen, ob der Hyaluron. 
siurespiegel im Serum von Krebskranken gegeniiber der Norm erhdéht ist. 


Fiir wertvolle Anregungen sind wir besonders Herrn Prof. Dr. Lickint zu 
Dank verpflichtet. Der Schering-AG, Berlin W, besonders auch Herrn Dr. 


Gibian, danken wir fiir Praparate und Literatur, die uns diese Untersuchungen i 


erst erméglichten. Herr Tierarzt Dr. Dietze, Dresden, unterstiitzte uns ebenfalls, 


Auch Fraulein Christine Dabritz und Frau Ruth Katzschke gebiihrt Dank fir 


ihre Mithilfe. 


Zusammenfassung 


Durch die polarographische Reaktion konnten wir wahrscheinlich E 
machen, daB die Hyaluronidase im Serum Krebskranker vermehrt vor. ~ 
kommt. Mit- dieser Reaktion la8t sich eine Hyaluronidase-Testung er. [7 


méglichen. a 
Versuche zum Nachweis und zur Bestimmung der Hyaluronidase 


mit Hilfe der iiblichen Methoden (Viskositats-Test, Acetylglucosamin- 7 
Test, Bestimmung reduzierender Substanzen) im Serum Gesunder und | 


Krebskranker erbrachten jedoch keine signifikanten Ergebnisse. 


Summary 


It has been shown by means of polarographic reaction that hyalu- 


ronidase is probably present in increased quantity in the serum of per- | 7 
sons suffering from cancer. The detection of hyaluronidase is rendered |~ 


possible by this reaction. Attempts to detect and determine hyaluron- 
idase in the serum of healthy persons and of persons suffering from can- 
cer by means of the usual methods yielded however no significant re- 


sults. The methods employed were the viscosity test, the acetylglucosa- 7 


mine test and the determination of reducing substances. 
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Die Substratspezifitat 
,,anorganischer* Poly- und Metaphosphatasen 


I. Optimale Wirkungsbedingungen 
fiir den enzymatischen Abbau von Poly- und Metaphosphaten 


Von 
Hermann Mattenheimer 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitit Berlin 
Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. September 1955) 


Phosphatasen, die anorganische Poly- und Metaphosphate zu Ortho- 
phosphat hydrolysieren, sind in der belebten Natur weit verbreitet. Uber 
ihre Substratspezifitat ist bisher nur wenig bekannt, nicht zuletzt, weil 
es erst seit einigen Jahren moglich ist, ihrer Struktur nach wohldefinierte 
Substrate rein darzustellen. Das gilt besonders fiir die beiden bisher be- 
kanntgewordenen wirklichen Metaphosphate, Trimeta- und Tetrameta- 
phosphat. Bereits frither ist darauf hingewiesen worden!, da Unstimmig- 
keiten in der Nomenklatur sowohl der Enzyme als auch der Substrate 
auf unzureichende Definition der letzteren zuriickzufiihren sind. 

Thilo, dem wir wesentliche Fortschritte in der Darstellung und Struktur- 
aufklarung der anorganischen Poly- und Metaphosphate verdanken, hat kiirzlich 
eine Ubersicht gegeben?, der folgende Einteilung der kondensierten Phosphate 
entnommen ist: 

1. Die eigentlichen Metaphosphate mit der allgemeinen Formel Me! (P,05,) 
und cyclischer Struktur. Von diesen sind bisher die Salze der Trimetaphosphor- 


siure H,P,0, und der Tetrametaphosphorsiure H,P,0,, bekannt. 

2. Die Polyphosphate mit kettenférmigen Anionen und der allgemeinen Formel 
Me} + 2(P,05, x 1) oder Me} (H,P,0.,, }* wobei n Werte zwischen 1 und 
etwa 10° annehmen kann. 

3. Die Isometaphosphate, eine Kombination von Ring- und Kettenanionen. 
Von diesen ist bisher nur der tetramere Athyl- und Isopropylester bekannt. 

4. Die vernetzten Polyphosphate, deren Anionen aus Polyphosphatketten be- 
stehen, die tiber O-Atome miteinander verkniift sind. 

Fiir die Enzyme wurde eine Einteilung vorgeschlagen, die der Struk- 
tur der Substrate gerecht wird*: 

1. Polyphosphatasen, die die kettenférmigen Phosphate — Pyro- 
phosphat, Tripolyphosphat, Tetrapolyphosphat ... Grahamsches 
Salz ... — spalten. 

' H. Mattenheimer, Biochem. Z. 322, 36 [1951]. 
2 E. Thilo, Angew. Chem. 67, 141 [1955]. 
_ * H. Mattenheimer, in ,,Silicium, Schwefel, Phosphate’. IUPAC Collo- 
quium Miinster 1954. Verlag Chemie, 8. 287. 
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2. Metaphosphatasen, die die beiden bekannten ringférmigen Phos. 
phate, Trimetaphosphat und Tetrametaphosphat, hydrolysieren. 
Uber Enzyme, welche die Isometaphosphate spalten, ist bisher nichts 
bekannt geworden. Die vernetzten Polyphosphate diirften von den Poly. 
phosphatasen gespalten werden, da sie in wairiger Lésung in einfache 
Polyphosphatketten zerfallen. 

Von den Poly- und Metaphosphatasen ist bisher nur die Pyrophos. 
phatase aus Bickerhefe isoliert und kristallisiert worden’. Das Ferment 
ist absolut substratspezifisch. 

In zwei vcrausgegangenen Arbeiten wurde eine weitgehende Sub. 
stratspezifitat der iibiigen Poly- und Metaphosphatasen bereits wegen 
der unterschiedlichen Verteilung in verschiedenen Organextrakten und 
Bierhefe! vermutet. Die Verschiedenheit der Trimetaphosphatase von 
der Tetrametaphosphatase konnte durch selektive Inaktivierung der 
letzteren im Hefemazerationssaft sehr wahrscheinlich gemacht werden. 
In einer Folge von drei Arbeiten soll nun iiber Versuche zur Trennung 
der Enzyme, ihre selektive Inaktivierbarkeit und Adsorbierbarkeit sowie 
iiber die beim enzymatischen Abbau der verschiedenen Substrate auf. 
tretenden Zwischenstufen berichtet werden. In der ersten Arbeit werden 
die optimalen Wirkungsbedingungen fiir die Enzyme, in der zweiten 7 
Arbeit die Trennung der Enzyme und in der dritten Arbeit schlieflich | 
papierchromatographische Untersuchungen zur Darstellung der Abban- | 
produkte der verschiedenen kondensierten Phosphate beschrieben. Als | 
Fermentausgangslésung wurde Trockenbierhefe-Mazerationssaft gewahlt, | 


der alle untersuchten Fermente enthalt. Uber die verwendeten Substrate | 
siehe den Versuchsteil. 3 


Ergebnisse 


Die untersuchten Substrate werden von Bierhefe-Mazerationssaft und © 
den daraus gewonnenen Enzympriparaten unter annahernd gleichen op- 7 
timalen Bedingungen zu Orthophosphat abgebaut. Die pa-Maxima liegen | 
zwischen 7 und 8 (Versuche 1 u. 2*), fiir den Abbau von Pyrophosphat | 
und die Metaphosphate mehr nach 7, fiir die Polyphosphatasen mehr 
nach 8 verschoben. Im Gegensatz zu den anderen Substraten hat die 
enzymatische Hydrolyse von Grahamschem Salz ein ausgesprochen 
scharfes Maximum bei pa 7,7. Es wurden daher alle weiteren Unter- 
suchungen bei pu 7,5—7,8 vorgenommen, wobei fiir alle Substrate nur 7 
geringe Abweichungen vom maximalen px-Bereich entstanden. Als | 
Aktivator fiir die Enzyme wurde Mg zugesetzt, das, wie aus den Ver- | 
suchen 5—6 hervorgeht, in Konzentrationen von 1—2 x 10-*-m. 
(0,25—0,5 mg Mg/m/ Ansatzgemisch) maximal aktiviert. Ohne Zusatz 
von Mg ist die Aufspaltung der Poly- und Metaphosphate, ausgenommen 


4M. Kunitz, J. gen. Physiol. 35, 423 [1952]. 
5 H. Mattenheimer, Naturwissenschaften 40, 530 [1953]. 
* Die Versuchsnummern (vgl. Tab. 1) entsprechen den Abbildungsnummern. 
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Abb. 1. Abb. 2. 

Abb. 1. py-Aktivitaétskurven fiir die Polyphosphatasen. 

Abb. 2. py-Aktivitatskurven fiir die Metaphosphatasen. 
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Abb. 3. Abb. 4. 

Abb. 3. Fermentsubstratsattigung fiir Pyrophosphat und Tripolyphosphat. 
(x) Pyro-P, Trockenpulver 40—70 (0,05). (e) Pyro-P, Maz.-Saft (0,4). (0) Pyro-P, 
Maz.-Saft (0,1). (A) Tripoly-P, Maz.-Saft (2). 
Abb. 4. Fermentsubstratsattigung fiir Grahamsches Salz (0), 

Tetrapolyphosphat (e), Trimetaphosphat (+), Tetrametaphosphat (A). 























Tetrapolyphosphat*, sehr gering. Bamann und Heumiiller® berich- 

teten iiber die Aufspaltung von Poly- und Metaphosphaten durch Metall- 

hydroxyde, darunter Mg(OH),, wenn dieses auch im Gegensatz zu 
6 KE. Bamann u. E. Heumiiller, Naturwissenschaften 28, 535 [1940]. 


a * Siehe III. Mitteil.: H. Mattenheimer, diese Z. 808, 125 [1955], nach- 
stehend. 
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Mn(OH), nur von geringem Einflu8 ist. In allen hier vorgenommenen 
Versuchen wurden Kontrollwerte, die nur Substrat und Mg ohne Ferment 
enthielten, mituntersucht. Die Aufspaltung betrug jedoch auch bej 
Inkubationszeiten bis zu 20 Stdn. unter den Versuchsbedingungen bei 
pu 7,7 in Veronalpuffer niemals mehr als 1—2% des Gesamt-Substrat-P. 
Desgleichen waren Mn- und Zn-lonen ohne wesentlichen eigenkataly. 
tischen Effekt. Aktivierungsversuche mit diesen Ionen (Versuche nicht 
wiedergegeben) zeigten, dal} sowohl Mn als auch Zn Poly- und Meta. 
phosphatasen zu aktivieren vermégen, jedoch in weit geringerem Make 
als Mg. 

Die Fermentsubstratsittigung, bestimmt an Umsatzkurven mit stei- 
genden Substratkonzentrationen (Versuche 3 u.4) betragt (in y-Substrat- 
P/ml Ansatzgemisch angegeben) fiir Pyrophosphat 800—1000, fiir Tri. 
polyphosphat 1000---1200, fiir Tetrapolyphosphat 600, fiir Grahamsches 
Salz 200 und fiir die Metaphosphate 800—1000. Um in allen Versuchen 
das gleiche Verhiltnis von Mg:P zu haben, wurde die Konzentration 
von 1000 y-Substrat-P fiir alle Substrate bei der Mehrzahl der Versuche 
gewihlt. Héhere Konzentrationen fiihrten nur beim Pyrophosphat zur 
Hemmung der enzymatischen Hydrolyse. Der Einflu8 des Verhiltnisses 
Mg: P auf die Substrathemmung wurde in Versuch 7 untersucht. Nach 
Lohmann” ® wird die Pyrophosphatase optimal bei einem Verhiiltnis | 
2Mg:1P,0;=>1 (oder 1Mg:1P,0, => 2) aktiviert. Mit krist. Pyro 7 
phosphatase fand Kunitz‘, da8 das Verhaltnis Mg: P,O, fiir maximale [ 
Aktivitaét einmal von der Substratkonzentration und zum anderen vom 
pu abhingt. Mit steigender Substratkonzentration nimmt der Quotient 7 
ab. Bei po 5 hat der Quotient von 100 den gleichen Effekt wie bei 
pu 7,2 der Quotient von 1. Unser Befund iiber die Substrathemmung | 
ist in Ubereinstimmung mit anderen Autoren®-". Im Versuch 7 wurde 57 
bei gleicher Fermentaktivitiit und steigender Substratkonzentration der | 
Einflu8 von Mg mit zwei verschiedenen Konzentrationen untersucht. | 
Wird die Mg-Konzentration so gewahlt (5 x 10-2 m.), daB der Quotient | 
Mg : P,O, bei steigender Substratkonzentration immer gréBer als 1 bleibt, | 
liegt zwar das Maximum der Kurve bei einem etwas geringeren Umsatz 
als bei einer 5mal kleineren Mg-Konzentration, doch verliuft der ab- [ 
steigende Schenkel der Kurve wesentlich flacher, d.h. die Substrat- 
hemmung tritt weniger stark hervor. Robbins, Stulberg und Boyer" 
kamen bei Untersuchungen mit Gehirnpyrophosphatase ebenso wie 
Bloch-Frankenthal® mit Erythrocytenpyrophosphatase zu dem Er- § 


7 K. Lohmann, Biochem. Z. 203, 172 [1928]. 

8 K. Lohmann, Biochem. Z. 262, 137 [1933]. 

® W. D. McElroy, I. Coulombre u. R. Hays, Arch. Biochem. Biophysics 
32, 207 [1951]. 

10 K. Bailey u. E. C. Webb, Biochem. J. 38, 394 [1944]. 

11 E. Bauer, diese Z. 248, 213 [1937]. 

2 FE. A. Robbins, M. P.Stulberg u. P. D. Boyer, Arch. Biochem. Bio- 
physics 54, 215 [1955]. 

13 L. Bloch-Frankenthal, Biochem. J. 57, 87 [1954]. 
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gebnis, da das komplexe Anion (MgP,0,)?° das eigentliche Substrat fiir 

die Pyrophosphatase darstellt. Pyrophosphat hemmt im UberschuB die 

Aufspaltung ebenso wie Mg im Uberschu8. Mg hemmt durch die Bildung 

yon nichtspaltbarem E(MgPP), (s. Schema). Von Robbins u. a.!* wird 

folgendes Schema angegeben, da8 auch zur Erklarung unserer Kurven 

dienen kann. (E = Enzym, PP = Pyrophosphat, P = Orthophosphat) : 
E+MgPP == EMgPP = E+Mg+2P 


(spaltbar) 
+ PP It 1} + MgPP 


EPP E(MgPP), 
| 600 ib 
§ 600 


(nicht spaltbar) 
Abb. 5. Abhangigkeit der Polyphosphat - 
aufspaltung von der Mg-Konzentration. / ae 
(0) Pyro-P (2-proz. Fermentlésg.) 
(e) Pyro-P (0,2-proz. Fermentlésg.) 


(x) Tripoly-P 
(+) Tetrapoly-P ;¢ (2-proz. Fermentlésg.) * sh 
(A) Graham 
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Abb. 6. Abhangigkeit der Metaphos- 
phataufspaltung von der Mg-Kon- 
zentration. 

(o) Trimeta-P. (e) Tetrameta-P. 
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Abb. 7. Einflu8 verschiedener Mg- , —— : ‘ 
Konzentrationen auf die Substrat- 064 126 192 256 32*10"~-m 
hemmung beim Abbau von Pyro- P Oy im Ansatzgem. —=— 

phosphat. Abb. 7. 














In der oberen Kurve in Abb. 7 (o—e), bei der sich der Quotient Mg: P,0, 
von 1,5 nach 0,31 bewegt, hemmt Pyrophosphat in héheren Konzentra- 
tionen (EPP im Schema). Die zweite Kurve (e—e) mit den Quotienten 
7,82—1,56 verliuft im ganzen flacher. Das etwas niedrigere Maximum 
ist durch die Bildung von E(MgPP),, der flachere Verlauf des abstei- 
genden Schenkels durch teilweise Aufhebung der Substrathemmung bei 
Anniherung des Quotienten an 1 zu erkliren. 

Bei gleichbleibender Substratkonzentration hemmt Mg in Kon. 
zentrationen tiber 2 10-?-m. in geringem MaBe die Aufspaltung von 
Pyrophosphat bei kleiner Fermentkonzentration (Abb. 5) und die Auf- 
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spaltung von Tetrametaphosphat (Abb. 6). Die enzymatische Hydrolyse 
von Trimetaphosphat ist erst bei 4> 10-?-m.Mg maximal, doch ist der 
Unterschied zu der in allen weiteren Versuchen verwendeten Kon. 
zentration von 2x 10-?-m.Mg nur sehr gering. 


Beschreibung der Versuche 


Methoden 
Verwendete Substrate: 


. Natriumpyrophosphat, Na,P,0,-10H,O (p. A. Merck) 

. Natriumtripolyphosphat, Na,P,0,9* 

. Natriumtetrapolyphosphat, Na,P,0,9-4H,O** 

. Grahamsches Salz* (mittlerer Kondensationsgrad n = 27—30, bestimmt nach 
van Wazer) 

5. Natriumtrimetaphosphat, (NaPO,),* 

6. Natriumtetrametaphosphat, (NaPO,),*. 


Die Phosphate werden in dest. Wasser gelést und pa 7,5—7,7 unter Kontrolle 
mit der Glaselektrode durch Zugabe von n/10-HCl bzw. -NaOH eingestellt. An. 
schlieBend wird nach 7-Min.-Hydrolyse in n-HC] bei 100° der Gesamt-P-Gehalt 
bestimmt und die Substratlésung mit Wasser auf ein geeignetes Volumen ver. 
diinnt. Vor dem Versuch wird 1:1 mit Veronalpuffer pq 7,7 verdiinnt. 

Herstellung von Trockenbierhefe: Frische Bierhefe der SchultheiB-Braue. 
rei, Berlin-Spandau. wird iiber Nacht mit flieBendem Leitungswasser gewaschen, 
abgesaugt, zerkriimelt, bei Zimmertemperatur mehrere Tage luftgetrocknet und in 
der Kugelmiihle zu einem feinen Pulver zermahlen, das bei 3—5° im Kiihlschrank 
mehrere Monate haltbar ist. 

‘Herstellung von Mazerationssaft (Maz.-Saft): 1 Tl. Trockenbierhefe 
und 3 Tle. Wasser werden gut verriihrt und so lange im Brutschrank bei 37° be- 
lassen, bis Verfliissigung eintritt (2—3 Stdn.). Darauf wird scharf zentrifugiert 
und die iiberstehende Lésung iiber Nacht gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert. 
Ein sich bildender Niederschlag wird abzentrifugiert. Der Maz.-Saft kann gefrier- 
getrocknet werden, ohne daB Verlust an den untersuchten Enzymen eintritt. Das 
staubfeine Pulver ist recht gut wasserléslich. 

Enzymtrockenpulver: Mit fraktionierter Ammoniumsulfatfallung und an- 
schlieBender Trocknung im Vak. iiber Blaugel werden zwei Trockenpulver her- 
gestellt: 
1. Trockenpulver des Niederschlages zwischen 20 und 40% Ammoniumsulfat- 

sattigung = Tr.P. 20—40. 
2. Trockenpulver des Niederschlages zwischen 40 und 70% Ammoniumsulfat- 
sittigung = Tr.P. 40—70. 


Die Trockenpulver sind, im Exsiccator aufgehoben, mehrere Monate haltbar. 
Enzymlésungen: Zur Herstellung der Enzymlésungen lost man ent- 

sprechende Mengen in dest. Wasser und gibt n/10-Ammoniak bzw. n/10-Essigsaur 
bis px 7,5—7,7 zu. Wahrend Tr.P.40—70 vollstandig léslich ist, bleibt - 
Tr.P. 20—40 ein ungeléster Rest, der abzentrifugiert wird. Zum Versuch wirl 
folgendes ,,Enzymgemisch“‘ bereitet: 1,5 Tle. Enzymlésung + 1,5 Tle. Veronal- 
puffer po 7,7 + 1 Tl. MgSO,-Lésung. 

. Versuchsansatze: Enzymgemisch und Substratlésung werden nach Vor 
warmen auf die Versuchstemperatur im Verhaltnis 1: 1 gemischt. Kontrollansatze: 
Enzymgemisch + Puffer, Substratlésung + Puffer + Mg-Lésung. 


ew 


4 JT, R. van Wazer, J. Amer. chem. Soc. 72, 647 [1950]. 
* Die Praparate wurden von Herrn Prof. Thilo zur Verfiigung gestellt, wo- 
fiir hier nochmals gedankt sei. 
** Hergestellt nach E. Thilo u. R. Ratz, Z. anorg. Chem. 260, 255 [1949]. 
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Orthophosphat wird nach Lowry und Lopez? bestimmt unter Verwendung 


Tab. 1. Ubersicht iiber die Anlage der Versuche. 


eines Spektralphotometers (Zeiss-Opton), Eiwei8 in den Enzymlésungen mit der 
Biuretmethode nach Weichselbaum!?*, da wegen des zum Lésen und pq-Ein- 
stellen verwendeten Ammoniaks eine N-Bestimmung nicht brauchbar ist. 

































































16 QO. H. Lowry u. J. A. Lopez, J. biol. Chemistry 162, 421 [1945]. 
16 T. E. Weichselbaum, Amer. J. clin. Pathol. 10, 49 [1946]. 
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Die Angaben iiber Substrat- und Mg-Konzentration erfolgen pro ml Ansatz. 
gemisch. Versuchstemperatur 30°. 


Tab. 2. Berechnete Mg: P,0,-Quotienten zum Versuch 7. 





sites 0,64 1,28 | 1,92 | 256 | 3,2x 10-%m 


x 10" —2.m, 1,56 0,78 0,52 0,39 0,31 
7,82 3,9 2,6 1,95 1,55 





Mg = 1x 
Mg = 5 x 107 





Zusammenfassung 


Fiir den enzymatischen Abbau verschiedener anorganischer Poly. 
phosphate (Pyro-, Tripoly-, Tetrapolyphosphat und Grahamsches Salz) 
und Metaphosphate (Trimeta- und Tetrametaphosphat) zu Ortho. 
phosphat durch Trockenbierhefe-Mazerationssaft und daraus gewonnene 
Enzympriaparate gelten bei 30° in Veronalpuffer folgende optimale Ver- 
suchsbedingungen: pu zwischen 7 und 8, fiir den Abbau von Pyrophos.- 
phat und die Metaphosphate mehr nach 7, fiir den Abbau der tibrigen 
Polyphosphate mehr nach 8 verschoben. Im Gegensatz zu den anderen 
Substraten hat die enzymatische Hydrolyse von Grahamschem Salz ein 
ausgesprochen scharfes Maximum bei pu 7,7. Mg wirkt in Konzentra- 
tionen von 1—2 x 10-*-m. maximal aktivierend. Die Fermentsubstrat- 
sittigung betrigt (in y-Substrat-P/m/ Ansatzgemisch angegeben) fiir 
Pyrophosphat 800—1000, Tripolyphosphat 1000—1200, Tetrapoly- 
phosphat 600, Grahamsches Salz 200 und die Metaphosphate 800—1000. 
Mit Pyrophosphat wird bei héheren Konzentrationen eine Substrat- 
hemmung beobachtet, die am geringsten ist, wenn der Quotient 
Mg: P,O, = 1 ist. 

Summary 

The optimum conditions are determined for the enzymatic degrada- 
tion of various inorganic polyphosphates and metaphosphates to ortho- 
phosphate by maceration extract of dried brewers’ yeast and enzyme 
preparations obtained from it. The compounds investigated were pyro- 
phosphate, tripolyphosphate, tetrapolyphosphate, Graham’s salt, tri- 
metaphosphate and tetrametaphosphate. The px optimum in a veronal 
buffer at 30° lies between 7 and 8, being nearer to 7 for the degradation F 
of pyrophosphate and the metaphosphates and nearer to 8 for the other 
polyphosphates. In contrast to the other substrates the enzymatic hydro- 
lysis of Graham’s salt shows a sharp maximum at pq 7.7. The activating 
effect of magnesium is maximal at concentrations of 1—2 x 10-*-m. 
The following values for the enzyme saturation, expressed as y sub- 
strate phosphorus per mi of reaction mixture, were found: — pyro- 
phosphate, 800—1000; tripolyphosphate, 1000—1200; tetrapolyphos- 
phate, 600; Graham’s salt, 200 and the metaphosphates, 800—1000. 
In the case of pyrophosphate inhibition by the substrate is observed at 
higher concentrations, this inhibition being minimal when the ratio 


Mg: P,O, is = 1. 
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Die Substratspezifitat 
,anorganischer* Poly- und Metaphosphatasen 
II. Trennung der Enzyme 
Von 
Hermann Mattenheimer 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitit Berlin 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. September 1955) 


Von den ,,anorganischen“ Poly- und Metaphosphatasen wurde bis- 
her nur die Pyrophosphatase von Kunitz! aus Backerhefe kristallisiert 
gewonnen. Das Ferment ist absolut substratspezifisch, allerdings erst 
nach mehrmaligem Umkristallisieren. Das einmal kristallisierte Priparat 
spaltet Tripolyphosphat, Tetrapolyphosphat und ein Metaphosphat, 
wenn auch nur mit 1% seiner Aktivitaét gegeniiber Pyrophosphat 
(nihere Angaben iiber das Metaphosphat wurden nicht gemacht). ATP 
wird nicht gespalten. Uber die Substratspezifitat der iibrigen Poly- und 
Metaphosphatasen ist wenig Sicheres bekannt?. Fiir die Verschieden- 
heit der einzelnen Fermente spricht ihre unterschiedliche Verteilung in 
Organextrakten und Trockenbierhefe*. Eine Trimetaphosphatase lift 
sich im Trockenbierhefe-Mazerationssaft von einer Tetrametaphospha- 
tase durch selektive Inaktivierung der letzteren abgrenzen*. Von 
Ingelmann und Malmgren® wurde ferner in Hefen, Bakterien und 
Schimmelpilzen eine besondere Phosphatasegruppe entdeckt, die sie 
Polyphosphat-Depolymerasen nannten. Diese Enzyme depolymerisieren 
hochpolymere kondensierte Phosphate (Mol.-Gew. 1—2 Mill.) zu niedri- 
geren Polyphosphaten, ohne daB dabei nennenswerte Mengen an Ortho- 
phosphat gebildet werden. 

In der vorliegenden Arbeit wird iiber die Trennung der Poly- und 
Metaphosphatasen im Trockenbierhefe-Mazerationssaft durch Frak- 
tionierung mit Ammoniumsulfat, Fallung mit Essigsiure, Adsorption 
und selektive Inaktivierung durch Autoproteolyse berichtet. Die opti- 
malen Wirkungsbedingungen fiir die Enzyme wurden vorher unter- 
sucht und mitgeteilt®. 


1M. Kunitz, J. gen. Physiol. 35, 423 [1952]. 

* G. Schmidt in W. D. McElroy u. B. Glass, A Symposion on Phosphorus 
Metabolism, The Johns Hopkins Press, Baltimore 1951, S. 443 (Ubersichtsreferat). 

3 H. Mattenheimer, Biochem. Z. 422, 36 [1951]. 

4 H. Mattenheimer, Naturwissenschaften 40, 530 [1953]. 

5 B. Ingelmann u. H. Malmgren, Acta chem. scand. 1, 422 [1947]; 2, 157 
[1949]; H. Malmgren, ebenda 8, 1331 [1949], 6, 27 [1952]. 

° H. Mattenheimer, I. Mitteil., diese Z. 808, 107 [1955], vorstehend. 

8* 
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Ergebnisse 


Die Untersuchungen wurden mit folgenden ihrer Konstitution nach 
genau bekannten Substraten durchgefiihrt: Pyrophosphat, Tripoly phos. 
phat, Tetrapolyphosphat, Grahamsches Salz (Polyphosphat mit einem 
titrimetrisch nach van Wazer’ bestimmten mittleren Polymerisations. 
grad n = 27—30), Trimetaphosphat und Tetrametaphosphat. Obwohl 
an der Substratspezifitat der Pyrophosphatase nach deren Kristallisation 
durch Kunitz! nicht mehr zu zweifeln war, wurde der Abbau von 
Pyrophosphat mit in die Untersuchungen einbezogen, um ein méglichst 
vollstandiges Bild von der enzymatischen Hydrolyse der anorganischen 
kondensierten Phosphate zu bekommen. Die ausgesprochene Substrat- 
spezifitét der untersuchten Enzyme ist insofern erstaunlich und nicht 
von vornherein zu erwarten, als es sich immer um die gleiche Bindung 
— die Anhydridbindung zwischen Phosphorsiureresten — handelt, die 
hydrolysiert wird. 

Die Trennung der Poly- und Metaphosphatasen in aktive isolierte 
Enzyme gelang uns bisher bei der Pyrophosphatase und Tripolyphos- 
phatase, waihrend die Spezifitat aller iibrigen — der Tetrapolyphospha- 
tase, der das Grahamsche Salz spaltenden Polyphosphatase, der Trimeta- 
phosphatase und der Tetrametaphosphatase — durch selektive Inakti- 
vierung, sei es durch Autolyse oder Bindung an ein Adsorbens, deutlich 
gemacht werden konnte. Die in Versuch 1 durchgefiihrte Fraktionierung 
mit Ammoniumsulfat zeigt deutlich eine Verteilung der verschiedenen | 
Fermentaktivitaten auf die einzelnen Fraktionen. Daraufhin wurden 
zwei Trockenpulver als Ausgangssubstanz fiir die weiteren Versuche 
hergestellt, Tr.P. 20—40 und Tr.P. 40—70 (s. Versuchsteil). Beim Lésen 
von Tr.P. 20—40 bleibt ein Teil ungelést, der abzentrifugiert werden 
kann, ohne daB dabei Verlust an Fermentaktivitat eintritt. Tr.P. 40—70 
ist sehr gut wasserléslich, wird der Lésung aber nicht sofort n/10-Ammo- | 
niak zugesetzt, um pu 7,5 einzustellen, so bildet sich (px 5,4) nach 
einiger Zeit ein Niederschlag, und ein erheblicher Verlust an Enzym- 
aktivitaét, auBer Pyro- und Tripolyphosphatase-Aktivitat, tritt ein (Ver- 
such 2, Abb. 1). Die Abb. 1 zeigt weiter, daB die beiden Metaphospha- 
tasen im Tr.P. 20—40 zwar nicht getrennt von den Polyphosphatasen 
vorliegen, daB letztere aber im Gegensatz zu den Metaphosphatasen 
weniger aktiv sind als im Tr.P. 40—70. Desgleichen wird deutlich, dab 
allein durch Dialyse gegen Wasser die Aufspaltung von Grahamschem 
Salz durch Tr.P.40—70-Lésung erheblich inaktiviert wird, wihrend alle 
iibrigen Fermente nicht oder nur zum Teil beeinfluBt werden. Natiirlich 
ist hier an die Abtrennung eines Co-Fermentes oder eines anderen Akti- 
vators zu denken, doch blieben alle Versuche, in denen eingeengtes 
Dialysat oder Hefekochsaft den dialysierten Lésungen zugesetzt wurde, 
ohne Erfolg. 


7 JT. R. van Wazer, J. Amer. chem. Soc. 72, 647 [1950]. 
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Wie aus Versuch 3 hervorgeht, sind die Inaktivierungen der Fer- 
mente durch auto-proteolytische Vorginge bedingt. Werden Lésungen 
von Tr.P.40—70 einmal bei px 7,7 und einmal bei px 5,4 stehen- 
gelassen, so wird in Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration 
und der Inkubationstemperatur bei gleichzeitiger Abnahme der EiweiB- 
konzentration (Biuretmethode) eine zunehmende Hemmung aller En- 
zyme mit Ausnahme der Pyrophosphatase beobachtet. Am stirksten 
werden die das Grahamsche Salz und das Tetrapolyphosphat spaltenden 
Phosphatasen betroffen. Von den Metaphosphatasen wird die Tetra- 
metaphosphatase mehr inaktiviert als die Trimetaphosphatase, ein Be- 
fund, der mit friiheren Ergebnissen iibereinstimmt*. Die starke Autolyse 
mit Zerstérung der Fermente stellt eine erhebliche Erschwerung bei der 
Isolierung der Polyphosphatasen dar. 

Durch Eiweiffallung bei pu 4,1 mit n/10-Essigsiure in der Lésung 
von Tr.P. 40—70 gelingt es, die Pyrophosphatase und die Tripoly- 
phosphatase weitgehend von den iibrigen anorganischen Phosphatasen 
abzutrennen. Der Niederschlag enthalt neben Pyro- und Tripolyphos- 
phatase noch Reste der iibrigen Fermente, doch kénnen diese durch 
weitere Fallung mit Magnesium- und Ammoniumsulfat vollkommen ab- 
getrennt werden, wobei ihre Aktivitait jedoch verlorengeht (Versuch 4). 
Aber auch Pyro- und Tripolyphosphatase werden bei dem Trennungs- 
gang gehemmt, und zwar die erstere starker, so da im Endeffekt die 
Tripolyphosphatase, bezogen auf EiweiB 15-fach, die Pyrophosphatase 
dagegen nur 7-fach gereinigt ist. Die Trennung der beiden Enzyme ge- 
lingt schlieBlich durch Papierelektrophorese (Versuch 6). 

Eine weitere Moéglichkeit, die Fermente wenigstens teilweise zu 
trennen, besteht in der Adsorption an Al,O, und Ca-Bentonit (Ver- 
such 5). Alle Fermente, auBer Pyrosphosphatase, werden von den 
Adsorbenzien mehr oder weniger stark adsorbiert. Ca-Bentonit ist dabei 
wirksamer als Al,O,. Die Hemmung der Aufspaltung der einzelnen 
Substrate nach Behandeln der Fermentlésung mit den Adsorbenzien 
geht aus der Tab. 1 hervor. Tetrapolyphosphat und Grahamsches Salz 


Tab. 1. Die Trennung der Poly- und Metaphosphatasen 
durch verschiedene Verfahren. 





Hemmung in % 
durch Adsorption an Phosphatase Abtrennung durch 


Al,O3 Ca-Bentonit 





Pyro- 


Tripoly- Trennung durch 


Papierelektrophorese 
Weitgehende 
Inaktivierung durch 
Autolyse 


Tetrapoly- 
Poly- (Graham) 
Tetrameta- 


Trimeta- 


Saurefallung und 











* Eluierbar mit 5-proz. Pyridin bei py 6. 
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miissen danach von zwei verschiedenen Fermenten, die wiederum mit 
der Tripolyphosphatase nicht identisch sind, gespalten werden. Der von 
den Metaphosphatasen an Ca-Bentonit adsorbierte Anteil lat sich im 
Gegensatz zu den iibrigen Fermenten mit 5-proz. Pyridin bei py 6 
eluieren. Werden die metaphosphatase-aktiven Eluate mit der mit Ca. 
Bentonit behandelten Fermentlésung | : 1 gemischt und zur Erreichung 
des Ausgangsvolumens auf die Hilfte eingeengt, so wird fast die Aus. 
gangsaktivitét wieder erreicht. Die Méglichkeiten zur Abgrenzung der 
einzelnen Fermente zeigt Tab. 1. 

Fiir die Verschiedenheit der Tetrapolyphosphatase von der das 
Grahamsche Salz spaltenden Polyphosphatase spricht neben der unter. 
schiedlichen Adsorbierbarkeit an Al,O, noch ein friiher erhobener Be. 
fund?, wonach Menschenleberextrakt Grahamsches Salz, aber nicht 
Tetrapolyphosphat zu Orthophosphat aufspaltet. 

Nach Untersuchungen von Krishnan und Bajaj® lassen sich in 
Extrakten aus Aspergillus niger Pyrophosphatase und Polyphosphatase 
(hochpolymeres Phosphat als Substrat) gut voneinander unterscheiden, 
Die Konzentration an Polyphosphatase ist abhingig vom Gehalt an 
,labilem‘‘ Phosphat (leicht mit Salzsiure hydrolysierbares Phosphat) in 
der Zelle. Je héher der Gehalt durch geeignete Nahrlésungen gesteigert 
werden konnte, um so groBer war die Polyphosphatasekonzentration. 
Hierzu kénnen wir die eigenen Erfahrungen mitteilen, wonach der 
Gehalt an der das Grahamsche Salz spaltenden Polyphosphatase im 
Bierhefe-Mazerationssaft je nach Bezugsquelle fiir die frische Bierhefe 
wechseln kann. Z. B. fanden wir so gut wie keine Aktivitait des Fer- 
ments in einer von der SchloBbrauerei Berlin-Steglitz bezogenen Bier- 
hefe. Aber auch die von der Schultheiss-Brauerei in Berlin-Spandau 
abgegebene Bierhefe, die fiir die vorliegende Arbeit verwendet wurde, 
wechselt im Gehalt an Fermentaktivitat. Dies kann méglicherweise von 
der Anzahl der Passagen abhingen, durch die die Hefe im Brauprozei 
gegangen ist. Lohmann? stellte fest, das in einer von ihm untersuchten 
Bierhefe nur ein geringer Teil der Polyphosphatase in Lésung geht, 
wahrend der gréBere Teil an die Struktur der Hefezellen gebunden bleibt. 


Beschreibung der Versuche 
Methoden: siehe I. Mitteil. dieser Reihe®. 


Versuche 


Die Angaben iiber Substrat- und Mg-Konzentrationen erfolgen pro ml Ansatz- 
gemisch. Versuchstemperatur 30°. 


Versuch 1. Fraktionierung von Hefemazerationssaft mit Ammoniumsulfat. E 


Substratkonzentrationen: 1000 y P, 
Mg-Konzentration: 0,5 mg. 
Inkubationszeiten: Pyro-P 15 Min., alle iibrigen 60 Min., px 7,7. 


§ p.S. Krishnan u. V. Bajaj, Arch. Biochem. Biophysics 47, 39 [1953. 
® K. Lohmann, persénl. Mitteilung. 
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Fraktionierung mit festem Ammoniumsulfat. Gefalltes EiweiB abzentrifugiert und 
in Wasser unter Zusatz von n/10-Ammoniak gelést. Zum Versuchsansatz 1: 1 mit 


Veronalpuffer pH 7,7 versetzt. 





Fraktion, 
Ammoniumsulfatsattigung 
— 


y P abgespalten von 


| Trm | Tetm 





10 
36 
218 
741 


PP = Pyrophosphat, TP = Tripolyphosphat, G = Grahamsches 
phosphat, Tetm = Tetrametaphosphat. 





100 


11 
165 
90 
41 


Salz, Trm = Trimeta- 
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Abb. 1. Fermentaktivitaten in den Trockenpulverlésungen. 


= Tr.P.40—70 in H,O + NH,OH gelést. 


= Tr. P. 40—70 nur in H,0 gelist. Sich bildender Niederschlag abzentrifugiert. 


Niederschlag von II suspendiert. 


Tr. P. 20—40 in H,O + NH,OH geldst, vom Ungelésten abzentrifugiert. 
= Tr.P. 40—70 wie I gelést, doch iiber Nacht gegen fl. Wasser dialysiert. 
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Auf Grund der verschiedenen Verteilung von Poly- und Metaphosphatasen 
auf die Fraktionen wurden zwei Enzymtrockenpulver als Ausgangssubstanz fiir die 
weiteren Versuche hergestellt. Herstellung s.°. 


Hermann Mattenheimer, 


Bd. 303 (1956) 


1. Trockenpulver 20—40°% Ammoniumsulfatsattigung (Tr. P. 20—40), 
2. Trockenpulver 40—70% Ammoniumsulfatsattigung (Tr. P. 40—70). 


Versuch 2. Fermentaktivitaten in den Trockenpulverlésungen. 


Fermentlésungen s. Abb. 1. 


Substratkonzentrationen: 1000 y P. 
Mg-Konzentrationen: 0,5 mg Mg. 
Inkubationszeiten: Pyro-P 15 Min., alle iibrigen 110 Min., py 7,7. 


Versuch 3. Autolytische Fermentinaktivierung. 


Fermentlésungen: 


I = Tr.P. 40—70 bei pu 7,7 gelést (2-proz.)*. 


If = Tr.P. 40—70 bei px 5,4 gelést, sich bildender Niederschlag nicht abzentri- 


fugiert (2-proz.). 


Substratkonzentrationen: Pyro-P 1110 y P, alle iibrigen 1000 y P. 


Mg-Konzentration: 0,5 mg Mg. 

Nachdem sofort nach dem Lésen die Fermentaktivitaten bestimmt worden 
waren, wurden die Fermentlésungen bei verschiedenen Temperaturen 24 Stdn. 
stehengelassen und dann die Aktivititen wieder bestimmt. Abbauversuche bei 


30° und px 7,7. 


Inkubationszeiten: Pyro-P und Tripoly-P 15 Min., alle anderen 120 Minuten. 








Ferment- * Temperatur y P abgespalten von 
lésung °C PP TP G Trm | Tetm 
I (sofort bestimmt) 1050 390 428 63 71 
I —15 1050 375 374 67 78 
I + 4 1055 325 295 69 71 
I +20 1050 335 152 61 69 
II + 4 1042 147 56 36 18 
II +20 1060 49 24 20 18 





Eine andere Lésung von Tr.P. 40—70 wurde bei pH 7,7 48 Stdn. bei +4° 
stehengelassen und die Inaktivierung bestimmt. Inkubation: Pyro-P, Tripoly-P 











und Tetrapoly-P 10 Min., alle iibrigen 60 Minuten. 








Substras 44 abgespalten “oF Inaktivierung 
fr. Lésung gealt. Lésung mM / 
Peo «es, Hes. 03 835 865 0 (+3) 
Tripoly-P co.  S 430 250 42 
Tetrapoly-P ...... 157 29 81 
LOS Se ee 32 27 88 
Trimeta-P ....... 45 35 22 
Tetrameta-P ...... 51 Ze 57 





EiweiBgehalt der frischen Enzymlésung 1,98%, der gealterten Lsg. 1,03°,. 
Versuch 4. Reinigung der Pyrophosphatase und Tripolyphosphatase und 








ihre Abtrennung von den iibrigen Phosphatasen. 


* Prozent EiweiB. 
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Von Tr.P. 40—70 werden etwa 3-proz. Lisungen hergestellt: 
L in H,O + NH,OH, 


IL. in m/100-Titriplexlésung + NH,OH (Titriplex [Merck] = Na-Salz der Athylen- 
diaminotetraessigsaure). 


Anorganische Poly- und Metaphosphatasen II 
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Die Lésungen I und II werden je 1: 5 mit Wasser verdiinnt und dann unter 
standigem Riihren und Kontrolle mit der Glaselektrode tropfenweise mit /10- 
_ Essigsiure bis pH 4,1 versetzt. Es fallt ein dichter feinflockiger Niederschlag, der 
- beim Stehenlassen innerhalb von 2 Stdn. noch zunimmt und dann abzentrifugiert 
wird. Die iiberstehenden Lésungen sind ohne Fermentaktivitat und werden ver- 
worfen. Die Niederschlage werden in einer dem Ausgangsvolumen entsprechenden 
Menge H,O + NH,OH bei pu 7,7 homogenisiert, ein groBer Teil bleibt ungelést r 
und wird nath dem Abzentrifugieren verworfen (keine Fermentaktivitat). Die 
klaren iiberstehenden Lésungen werden genau auf py 7,7 eingestellt und zum 
' Versuchsansatz mit Veronalpuffer und MgSO,-Lésung wie iiblich versetzt. Bei Zu- 
ntri- — gabe der Mg-Lésung zu II tritt sofort eine dichte Triibung auf. Der abzentrifugierte 
| Niederschlag ist ohne Fermentaktivitét und wird verworfen. Ein Teil der klaren 
iiberstehenden Lésung wird ohne weitere Behandlung zum Versuchsansatz ver- 
wendet, ein anderer Teil wird 60% mit Ammoniumsulfat gesattigt und ein sich 
d | bildender Niederschlag abzentrifugiert. Die iiberstehende Liésung wird verworfen, 
cen’ der Niederschlag ist leicht léslich und wird wie iiblich zum Ansatz vorbereitet und 





| bei | verwendet. 
e Der Fallungsgang ist noch einmal in folgendem Schema zusammengefaSt : 
(I) (II) 
Tr.P. 40—70in H,O + NH,OH Tr.P. 40—70 in Titriplex 
gelést (= 1/0) + NH,OH gelést (= I1/0) 
+ Essigs. | Py 4,1 + Essigs. . Py 4,1 
a 3 
\ vu Ny 
Niederschl. in Uberstehendes Niederschl. in Uberstehendes 
H,0 + NH,OH verworfen H,O + NH,OH verworfen 
homogenisiert homogenisiert 
| \ u ‘\ 
Ungeléster Rest Uberstehendes zum Ungeloster Rest Uberstehendes zum 
verworfen Ansatz (= I/1) verworfen Ansatz (= II/1) 
{ 
Niederschl. Triibung bei 
verworfen * Mg-Zusatz 
{ 





Uberstehendes zum 
Ansatz (= II/2) 


i / 





ng 60% Ammonium- 
5 sulfatsittigung 
: Yi ae 

) ; v 9 
% Uberstehendes Niederschl. in 
4 verworfen H,O + NH,OH gelést 
a Zum Ansatz (= IT/3) 
| Versuchsansatze 

30 " Substratkonzentrationen: 1000 y P. Mg-Konzentration: 0,5 mg Mg. 

40° 


y Fermentlésungen (vgl. Fraktionierungsschema): 1/0, I/1, I/O, II/1, 11/2, II/3. 

» Inkubationszeiten: Pyro-P 10 Min., alle anderen 60 Min., px 7,7. 

4 Da Titriplex die Farbentwicklung bei der P-Bestimmung stirt, konnte Ortho- 
 phosphat in II/0 nicht bestimmt werden. 


und 
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y P abgespalten mit 
II/0 II/2 IT/3 


Substrat | 





Pyio-P. socks 53 135 110 
Tripoly-P. .. é ‘ 348 274 
Tetrapoly-P . . ‘ 13 
Graham ... 0 
Trimeta-P .. ‘ 0 
Tetrameta-P . é 0 











EiweiBgehalt der Fermentlésungen (Biuretmethode): 
1/0 = 2,63% II/1 = 0,89% 
II/O = 2,55% II/2 = 0,07% 
I/1 = 0,95% II/3 = 0,05% 


Daraus berechnet sich der Reinigungserfolg: 
Lésung II/2 11/3 
Pyrophosphatase 6fach 
Tripolyphosphatase 18fach 


Der letzte Schritt durch Fallung mit Ammoniumsulfat bringt demnach nur wenig 
Gewinn, er trennt aber die Reste der Tetrapolyphosphatase ab. i 


Versuch 5. Trennung der Fermente durch Adsorption an Al,O, und Ca. F 
Bentonit. 

Je 5 ml der Lésung von Tr.P. 40—70 in H,O + NH,OH werden mit 0,5¢ 
Al,O, (nach Brockmann, Merck) oder Ca-Bentonit (Geisenheimer Kaolin. | 
werke) intensiv geschiittelt, abzentrifugiert und die itiberstehenden Lésungen fiir 7 
Versuchsansatze verwendet. Die abzentrifugierten Adsorbenzien werden 1 mal mit | 
Veronalpuffer py 7,7 gewaschen und dann mit 5-proz. Pyridin in Wasser (mit [7 
Schwefelsiure auf pq 6 angesduert) 10 Min. geschiittelt. Die Eluate werden iiber 
Nacht gegen fl. Wasser dialysiert und dann zum Ansatz verwendet. 


Versuchsansatze 


Fermentliésungen: Tr.P.40—70 gel. in H,O + NH,OH 
I behandelt mit Al,O, 
I behandelt mit Ca-Bentonit 
Pyridineluat von Al,O, 
Pyridineluat von Ca-Bentonit 
III u. V 1: 1 gemischt und auf die Halfte des 
Volumens im Vak. iiber Blaugel eingeengt 


tou ue ued 
- 
<464W 


VI 


I 


Substratkonzentrationen: 1000 y P. Mg-Konzentrationen: 0,5 mg Mg. 
Inkubationszeiten: Pyro-P 10 Min., alle iibrigen 60 Min., px 7,7. 





y P abgespalten mit 
Substrate J sits VI 





Pyro-P.... 
Tripoly-P... 800 281 
Tetrapoly-P . . 540 37 
Graham... 222 13 
Trimeta-P .. 55 49 
Tetrameta-P . 55 50 














Versuch 6, Trennung von Pyrophosphatase und Tripolyphosphatase mittels 
Papierelektrophorese. 
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Auf dem Papier durch Elektrophorese getrennte EiweiSfraktionen aus Hefe- 
mazerationssaft lassen sich gut eluieren. Die Eluate kénnen fiir Fermentversuche 
verwendet werden. 

Durch Fallung bei px 4,1 aus Tr. P. 40—70-Lésung (s. Fraktionierungsschema) 
gewonnenes Enzympraparat wird im Ausgangsvolumen mit Wasser unter Ammo- 
nak-Zusatz gelést und im Vak. iiber Blaugel etwa 5:1 eingeengt. 0,2 ml dieser 
Lésung werden in kleinen Portionen auf Elektrophoresepapier (Munktell) unter 
Zwischentrocknen mit. kalter Féhnluft aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt mit 
Veronalpuffer px 8,8, uw = 0,1, 110 V., Zimmertemperatur. Nach etwa 12 Stdn. 
wird der Streifen luftgetrocknet. Ein Langsstreifen wird am Rand abgeschnitten 
und nach Hitzefixierung mit Amidoschwarz 10 B angefarbt. Entsprechend den 
sichtbaren Fraktionen wird der luftgetrocknete Streifen zerschnitten und die ein- 
zelnen Fraktjonen in 1,5 ml Veronalpuffer py 7,7 eluiert. Die Eluate werden mit 
der gehérigen Mg-Menge versetzt und zum Ansatz verwendet. Entsprechend den 
sehr geringen Enzymmengen in den Eluaten werden lange Inkubationszeiten 
gewahlt. 





i 

Lah arr feubcveray [ate 

Abb. 2. Papierelektropherogramm der durch Saurefallung (pq 4,1) gewonnenen 
Enzymlésung (Fraktionen leicht nachgezeichnet). 





Versuchsansatze mit den Streifeneluaten 1—3 


Substratkonzentrationen: 1000 y P Mg-Konzentration: 0,5 mg Mg 
Inkubationszeit 36 Stdn., bei 20°, Thymolzusatz. 





P ab Iten mit Eluat 
Substrat yt abgespaiten mi ua 
en ae ee 





6 6 


Pyrophosphat . . 4 13 | 80 | 3 


Tripolyphosphat . . 60 


Demnach befindet sich die Pyrophosphatase in Fraktion 2, die Tripolyphos- 
phatase in Fraktion 1. 


Zusammenfassung 


Substratspezifitaét wurde fiir folgende untersuchten Phosphatasen 
gefunden : Pyrophosphatase, Tripolyphosphatase, Tetrapolyphosphatase, 
Grahamsches Salz spaltende Polyphosphatase, Trimetaphosphatase und 
Tetrametaphosphatase. 

Pyrophosphatase und Tripolyphosphatase lassen sich durch Fillung 
mit Essigsiiure bei pu 4,1 aus einer aus Hefemazerationssaft gewon- 
nenen Enzymlésung von den iibrigen Fermenten abtrennen und durch 
Salzfillungen weiter reinigen. Trennung der beiden Enzyme gelingt 
mittels Papierelektrophorese. 

Tetrapolyphosphatase, Grahamsches Salz spaltende Polyphospha- 
tase und Tetrametaphosphatase werden durch Autoproteolyse inakti- 
viert. Sie lassen sich durch unterschiedliche Adsorbierbarkeit an Al,O, 
und Ca-Bentonit unterscheiden. 
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Bei Fraktionierung von Hefemazerationssaft mit Ammoniumsulfat 
fallt die Hauptmenge der Metaphosphatasen zwischen 20 und 40%, 
die Hauptmenge der Polyphosphatasen zwischen 40 und 60% Ammo. 
niumsulfatsattigung. 


Summary 


The following phosphatases have been examined and found to have 
substrate specificity: pyrophosphatase, tripolyphosphatase, tetrapoly. 
phosphatase, the polyphosphatase which splits Graham’s salt, trimeta- 
phosphatase and tetrametaphosphatase. 

Pyrophosphatase and tripolyphosphatase can be separated from 
the other enzymes by precipitation with acetic acid at px 4-1 from an 
enzyme solution obtained from maceration extract of yeast and can 
be further purified by precipitation with salts. Separation of the two 
enzymes is achieved by means of paper electrophoresis. 

Tetrapolyphosphatase, the polyphosphatase which splits Graham's 
salt and tetrametaphosphatase are inactivated by autoproteolysis. 
They can be distinguished by their different degrees of adsorption on 
alumina and on calcium bentonite. 

In the fractionation of maceration extract of yeast with ammonium | 
sulphate the bulk of the metaphosphatases are precipitated between 20 
and 40 per cent, and the bulk of the polyphosphatases between 40 | 
and 60 per cent of the saturation concentration of ammonium sulphate. | 
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Die Substratspezifitat 
,anorganischer“ Poly- und Metaphosphatasen 


Il]. Papierchromatographische Untersuchungen 
beim enzymatischen Abbau von anorganischen Poly- 
und Metaphosphaten 


Von 
Hermann Mattenheimer 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitat Berlin 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. September 1955) 


Uber Zwischenstufen bei der enzymatischen Hydrolyse von an- 
organischen Poly- und Metaphosphaten zu Orthophosphat ist bisher nur 
wenig bekannt. Neuberg, Grauer und Mandel! konnten beim Abbau 
von Tripolyphosphat mit einem Aspergillusextrakt Pyrophosphat iso- 
lieren. Meyerhof, Shatas und Kaplan? fanden, daB der Abbau von 
Trimetaphosphat mit einem aus Backerhefe isolierten Ferment durch 
Zusatz von Pyrophosphatase nicht beschleunigt wird und schlossen dar- 
aus auf einen direkten Abbau zu Orthophosphat. Die Viskositaét von 
Lésungen hochpolymerer Phosphate (Mol.-Gew. iiber 1 Mill.) in Wasser 
nmmt, wie Ingelmann und Malmgren® berichteten, bei der Ein- 
wirkung von Extrakten aus verschiedenen Aspergillus- und Penicillium- 
-Arten ab, ohne da dabei nennenswerte Mengen an Orthophosphat ent- 
stehen. Der Abbau der Polyphosphatketten verliuft demnach iiber mehr 
oder weniger groBe Bruchstiicke. 

In der vorliegenden Arbeit wird iiber Versuche berichtet, bei denen 
der enzymatische Abbau von anorganischen Poly- und Metaphosphaten 
papierchromatographisch verfolgt wurde. In allen Fiillen gelang es, die 
Zwischenstufen zu erfassen und entsprechende Abbauschemata auf- 
zustellen. 

Methodik 

Die Papierchromatographie fiir anorganische kondensierte Phosphate wurde 

besonders durch Ebel‘ ausgearbeitet und von Thilo und Grunze® weiter ent- 


wickelt. Wir hielten uns im wesentlichen an diese Arbeitsvorschriften®, doch wurden 
einige Anderungen in der Zusammensetzung des Lésungsmittels notwendig, da bei 


1 C. Neuberg, A. Grauer u. I. Mandel, Enzymologia [Den Haag] 14, 157 
[1950]. 

2 0. Meyerhof, R.Shatas u. A. Kaplan, Biochim. biophys:ca Acta 12, 
121 [1953]. 

3 B. Ingelmann u. H. Malmgren, Acta chem. scand. 1, 422 [1947]. 

4 I. P. Ebel, Bull. Soc. chim. France 20, 991 [1953]. 

5 E. Thilo u. H. Grunze, S.-B. dtsch. Akad. Wiss. Berlin, math.-naturwiss. 
Kl. 1958, Nr. 5. 





126 Hermann Mattenheimer, Bd. 303 (1956) 


den enzymatischen Abbauversuchen die Phosphate nicht in rein waBriger Lisung 
fiir die die Vorschriften gelten, sondern im Trichloressigsiure(TCE)-Filtrat mit mehr 
oder weniger reichlichen Beimengungen an verschiedenen Begleitsalzen aus dem 
Ansatzgemisch aufgetragen werden. Durch die Begleitsalze wird die Wande 
der einzelnen Phosphate im Sinne einer Erniedrigung der Rr-Werte beeinfluBt, 
die von Versuch zu Versuch je nach verwendeter Fermentlésung schwanken. Um 
die einzelnen Flecken sicher identifizieren zu kénnen, werden daher stets Test. 
substanzen mit aufgetragen. Durch die Begleitsalze wird ferner eine teilweise recht 
intensive Schwanzbildung hervorgerufen. Um im Chromatogramm auch wenig 
konzentrierte Fraktionen sichtbar zu machen, miissen unter den gewahlten Ver. 
suchsbedingungen bis zu 0,1 m/ TCE-Filtrat aufgetragen werden, entspr. 20—30 y 
Gesamt-P. Das geschieht am besten, indem man méglichst kleine Portionen nach. 
einander mit Zwischentrocknen durch kalte Féhnluft auf das Papier bringt. Bs 
l4Bt sich trotzdem nicht vermeiden, daB die Flecke dadurch etwas gréBer werden 
als beim Auftragen geringerer Mengen. Die GréBe der Flecke und die intensive 
Schwanzbildung beeintrachtigen die photometrische Auswertung der transparent 
gemachten Streifen, stellen aber im iibrigen nur Schénheitsfehler dar. Versuche, 
die Polyphosphate aus dem TCE-Filtrat mit Bariumchlorid zu fallen und nach 
Umsetzung zum entsprechenden Natriumsalz in reiner Lésung zu_ chromato. 
graphieren, zeigten nur ungiinstige Ergebnisse, indem schon bei der Fallung Ver. 
luste bis zu 30% auftraten (Bestimmung der Polyphosphate mit Toluidinblau 
{Metachromasie] nach Damle und Krishnan®). AuBerdem besteht die grofe 
Gefahr, daB nicht alle Polyphosphate zu gleichen Teilen erfaBt werden, wodurch 
gerade bei der Untersuchung der gebildeten Abbauprodukte falsche Bilder ent- 
stehen kénnen. 

Zur Chromatographie der Phosphate eignet sich ausgezeichnet das nach einem 
Vorschlag von Thilo® bereits mit verd. Salzsiure und Wasser gewaschen liefer- 
bare Papier*2040a von Schleicher & Schiill. Fiir unsere Zwecke brauchbar 
erwies sich folgendes Lésungsmittel: 

35,5 ml Isopropylalkohol 10,0 mi 20-proz. Trichloressigsaure 
4,2 ml Wasser 0,15 ml 25-proz. NH,OH 


Die Chromatographie erfolgt aufsteigend bei 14—16°. Diese Temperatur ist mig. 
lichst genau einzuhalten, da bei héheren Temperaturen die Trennung der Flecken 
wesentlich verschlechtert wird; bei niedrigeren Temperaturen nimmt die Laufzeit | 
der Chromatogramme, die normalerweise schon 30—40 Stdn. betragt, erheblich zu. 
Um rascher einen Uberblick iiber die Versuchsergebnisse zu bekommen, wenden 
wir in einigen Fallen mit sehr gutem Erfolg die Rundfilterchromatographie zwischen 
zwei Glasplatten an. Auch bei Zimmertemperatur (20—22°) werden mit dieser 
Methode innerhalb von 10—-12 Stdn. sehr gute Bilder erhalten. 

Zum Entwickeln werden die Chromatogramme zunachst an der Luft ge- 
trocknet und dann mit einem Gemisch aus gleichen Teilen 5-proz. Perchlorsaure 
und 1-proz. waBr. Ammoniummolybdatlésung bespriiht. 

Durch die Perchlorsiure werden die Poly- und Metaphosphate zu Ortho- 
phosphat hydrolysiert und somit als Phosphoammoniummolybdat nachweisbar. 
Nach dem Trocknen bei Zimmertemperatur wird Phosphoammoniummolybdat 
durch UV-Bestrahlung (Sonnenlicht oder UV-Lampe) zu Molybdanblau reduziert. 

Eine genaue quantitative Auswertung der Chromatogramme konnte bisher 
mangels einer geeigneten Methode nicht erfolgen. Es wurde z. B. versucht, die 
Flecke auszuschneiden und zu eluieren, was zwar gelingt, doch sind die Farb- 
intensitéten so gering, daB eine kolorimetrische Auswertung nicht médglich ist. 
Bessere Ergebnisse liefert die photoelektrische Auswertung der mit einem Paraffin- 
61/x-Bromnaphthol-Gemisch transparent gemachten Langsstreifen der einzelnen Ver- 
suchsreihen. Die erhaltenen Kurven werden aber durch die Schwanzbildungen der- 
art beeinfluBt, daB eine planimetrische Auswertung durch Erganzen der GauBschen 
Kurven einer halbquantitativen Auswertung durch Vergleich nicht wesentlich iiber- 


¢ §. P. Damle u. P. 8. Krishnan, Arch. Biochem. Biophysics 49, 58 [1954]. jf 
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legen ist. Zu einigen Chromatogrammen ist die photoelektrische Auswertung wieder- 
gegeben, und es lassen sich Zu- und Abnahme sowie das Auftreten neuer Fraktionen 
sehr gut erkennen. 

Bei den Versuchen mit Trimetaphosphat beobachteten wir wiederholt die Auf- 
spaltung des Metaphosphatringes zu Tripolyphosphat unter dem EinfluB der zum 
EnteiweiBen verwendeten TCE. Um diesen Effekt hier und bei den anderen kon- 
densierten Phosphaten, wo er allerdings niemals beobachtet wurde, sicher aus- 
mschlieBen, wurde mit eiskalter TCE enteiwei8t und die TCE-Zentrifugate sofort 
nit Ammoniak neutralisiert. Bei diesem Vorgehen konnte die Siurehydrolyse weit- 
gehend unterdriickt werden. 

Die Abbauversuche wurden in den iiblichen Ansitzen’ vorgenommen. Zu ver- 
schiedenen Zeiten wurden einzelne Proben entnommen, enteiweiBt, zentrifugiert, 
in einem aliquoten Teil Orthophosphat bestimmt und ein Tei! zur Chromatographie 
neutralisiert. 

Als Substrate dienten: Pyrophosphat, Tripolyphosphat, Tetrapolyphosphat, 
. Grahamsches Salz, Trimetaphosphat und Tetrametaphosphat. Die Enzympraparate 
' wurden aus Trockenbierhefe-Mazerationssaft gewonnen. Einzelheiten s.’. 


Ergebnisse 
Das Rundfilterchromatogramm mit den Testsubstanzen (Abb. 1) 
| zigt, daB die meisten Substrate geringe Mengen an anderen Poly- oder 
| Metaphosphaten enthalten. In Abb. 2—5 sind die Zeit-Umsatzkurven 
| fiir die Abbauversuche mit und ohne Mg-Zusatz wiedergegeben. 


Abb. 1. Schema eines Rundfilterchromatogramms der in Wasser gelésten Poly- 
und Metaphosphate. Aufgetragene Menge jeweils 0,01 ml = 20 y P. (OP = Ortho-, 
| PP = Pyro-, TP = Tripoly-, Tetp = Tetrapoly-, Trm = Trimeta-, Tetm = Tetra- 
; metaphosphat, G = Grahamsches Salz.) Aus der Abb. sind die geringen Beimengen 
zu erkennen, die die einzelnen Substrate aufweisen. 


- LMitteil. dieser Reihe, diese Z. 203, 107 [1958]. 
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Abb. 2. Abb. 3. 
Abb. 2. Zeitumsatzkurven: Abbau der Polyphosphate mit Mg. Fermentlésung: 


Tr. P. 40—70 in H,O + NH,OH gelést, 2° Eiwei8. Substratkonzentration: 1000; [ 


P/ml Ansatzgemisch. Temp. 30°, pH 7,7. o—o Graham, e e Tetrapoly-P, 
x—x Tripoly-P. 


Abb. 3. Zeitumsatzkurven: Abbau der Polyphosphate ohne Mg. Versuchs. 
bedingungen s. Abb. 2, jedoch kein Mg im Ansatzgemisch. o—o Graham, 
e—e Tetrapoly-P, x—x Tripoly-P. 
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Abb. 5. Zeitumsatzkurven: Abbau 
der Metaphosphate ohne Mg. Ver 
suchsbedingungen s. Abb. 4, jedoch 
10 14 18 kein Mg im Ansatzgemisch. 
Stdn. Jnkubation ——— o—o Trimeta-P, ee Tetrameta-?. 


Abb. 4. Zeitumsatzkurven: Abbau der Metaphosphate mit Mg. Versuchs 
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Der enzymatische Abbau von Tripolyphosphat erfolgt iiber Pyro- 
phosphat zu Orthophosphat. Wahrend die Tripolyphosphatfraktion bei 
laufender Zunahme von Orthophosphat allmahlich verschwindet, ver- 
stirkt sich Pyrophosphat voriibergehend und ist in Resten noch nach- 
weisbar, wenn Tripolyphosphat vollstindig abgebaut ist (Abb. 6). Ohne 





Abb. 6. Chromatogramm : 
Abbau von Tripolyphosphat. 
Versuchsbedingungen s. Abb. 2, 














0 0.25 a5 1 2 4 8 Stdn. Jnkub. 
0 29 42 59 77 85 94 %O0Pgebildet 


Mg-Zusatz findet nur geringer Abbau statt (Abb. 3). Unter Beriick- 
sichtigung der erwiesenen Substratspezifitit der einzelnen Poly- und 
Metaphosphatasen® kann der enzymatische Abbau von Tripolyphosphat 
zu Orthophosphat folgendermafen formuliert werden: 


ba 5.5 st vec 


Tripolyphosphat ees i Pyro-P + Ortho-P 
Pyrophosphatase 
Pyro-P —— : 2 Ortho-P 
+ H,0 


Dieses Abbauschema stimmt mit den Ergebnissen der Arbeit von Neu- 
berg et al.! iiberein, die Pyrophosphat beim enzymatischen Abbau von 
Tripolyphosphat durch Fallung isolieren konnten. Interessant ist es, den 
enzymatischen Abbau der Substrate mit der chemischen Hydrolyse zu 
vergleichen. Das Tripolyphosphat-Ion zerfallt in ammoniakalischer 
Ljsung in Gegenwart von Mg-Ionen und bei Temperaturen von 90—100° 
quantitativ in Pyrophosphat und Orthophosphat?. 

Das untersuchte Tetrapolyphosphat enthalt als Beimengung Reste 
von Tetrametaphosphat, aus dem es hergestellt wird, etwas Tripoly- 
phosphat und wenig Pyrophosphat. Im Verlauf des enzymatischen Ab- 
baus nimmt Orthophosphat laufend zu (Abb. 7), Tetrapolyphosphat — 
nimmt so rasch ab, da8 die Fraktion nach 60 Min. bereits nicht mehr 
nachweisbar ist. Tripolyphosphat nimmt erheblich, Pyrophosphat 
weniger stark zu. Im weiteren Verlauf nehmen dann Tripolyphosphat 
und Pyrophosphat ab. Nach 240 Min., wenn 75°% des Gesamt-P als 


ag Mitteil. dieser Reihe, diese Z. 308, 115 [1956]. 
* E. Thilo u. R. Ratz, Z. anorg. Chem. 258, 33 [1949]. 
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Abb. 7. Chromatogramm: Abbau von ag eae mit Mg. 
Versuchsbedingungen s. Abb. 2 
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Abb. 8a. 


Abb. 8a. Chromatogramm: Abbau von Tetrapolyphosphat ohne Mg. Versuchs- 
bedingungen s. Abb. 3. 


Abb. 8b. Photoelektrische Auswertung von Abb. 8a (s. Abschnitt Methodik). 
1: Tetrameta-P, 2: Tetrapoly-P, 3: Tripoly-P, 4: Pyro-P, 5: Ortho-P. 


Ortho-P vorliegen, ist noch etwas Pyrophosphat neben Tetrameta- f 
phosphat zu erkennen. Letzteres wird ohnehin von Tr. P. 40—70 relativ F 
langsam aufgespalten®, hinzu kommt, da die enzymatische Hydrolyse 
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der Metaphosphate iiberhaupt langsamer erfolgt als die der Polyphos- 
phate. Die Zeitumsatzkurve von Tetrapolyphosphat (Abb. 2) zeigt 
zwischen 2 und 4 Stdn. einen scharfen Knick, offenbar da Tetrapoly- 
phosphat und Tripolyphosphat vollkommen aufgespalten sind und 
Tetrametaphosphat weiter sehr langsam hydrolysiert wird. Tetrapoly- 
phosphat wird als einziges der untersuchten Substrate auch ohne Mg- 
Zusatz abgebaut (Abb. 8a u. b). Dabei nimmt Tripolyphosphat und 
nachfolgend Pyrophosphat zu. Die abgespaltene Orthophosphatmenge 
betriigt am Ende des Versuches etwas mehr als 25% des Gesamt-P 
(4s. auch Abb. 3). 

Fiir den enzymatischen Abbau von Tetrapolyphosphat ergibt sich 
folgendes Abbauschema: 


Tetrapoly phosphatase 
Tetrapolyphosphat ie = eam Tripoly-P + 1 Ortho-P 
+ H, 
: Tripolyphosphatase 
Tripoly-P = = — = Pyro-P + 1 Ortho-P 
+ H,' 








Pyrophosphatase 
Pyro-P —————————~. 2 Ortho-P 
+ H,O 

Chemisch wird Tetrapolyphosphat bei Temperaturen von 70° an in 
ammoniakalischer Lésung und in Gegenwart von Mg-Ionen schnell in 
Ortho- und Pyrophosphat hydrolysiert, die im Verhiiltnis 1,33: 1 ent- 
stehen. Wiirde die Hydrolyse nur iiber Tripolyphosphat und Pyro- 
phosphat verlaufen, wobei 2 Moll. Orthophosphat entstehen (Pyro- 
phosphat ist in der Reaktionslésung bestiindig), so miiBte das Verhiiltnis 
Ortho/Pyro = 2 sein. Dem gefundenen Quotienten von 1,33 ent- 
sprechend mu8 also auch ein Zerfall von Tetrapolyphosphat direkt in 
Pyrophosphat erfolgen: 


O O O O ¢o O O £0 
ll i Il Il i " TT 
?>—O—P—O—P—O—P—0® | — | °O—P--O—P—O--P—Os 4 


| | | | | | | 
=) oe =) 


©0-P--0-P-0: 
| 0° oO 

0 O O oO ¢6 ae oO 
°0.-P-0-P_0-P_0-P_0° — 2 20—P-0- P08 (b) 


ae oe Ce oe | O° oe 











Die Spaltung erfolgt in der angegebenen Reaktionslésung bei 100° zu 
78% nach (a) und zu 22% nach (b)?°. 


10 E. Thilo u. R. Ratz, Z. anorg. Chem. 260, 255 [1949]. 
g* 
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Auch bei den enzymatischen Abbauversuchen von Tetrapoly- 
phosphat. ohne Mg besteht eine Diskrepanz zwischen der tatsiclilich 
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Abb. 9a. Chromatogramm: Abbau von Grahamschem Salz. 
Versuchsbedingungen s. Abb. 2. 
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Abb. 9b. Photoelektrische Auswertung 
von Abb. 9a (s. Abschnitt Methodik), 
1: Grahamsches §., 2: Trimeta-P (?), 
3: Tripoly-P, 4: Pyro-P, 5: Ortho-P. 














gefundenen und der theoretisch nach dem Abbauschema geforderten 
Orthophosphatmenge (Abb. 8b), die stets kleiner als die Pyrophosphat- 
menge gefunden wurde. Das Mifverhiltnis ist weniger groB beim Abbau 
von Tetrapolyphosphat als beim Abbau von Tetrametaphosphat, dessen 
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enzymatische Hydrolyse (s. unten) iiber Tetrapolyphosphat verliuft. 
Neben dem Abbau iiber Tripolyphosphat, der durch das Auftreten bzw. 
Stirkerwerden der Tripolyphosphatfraktion auBer jedem Zweifel steht, 
muB8 eine direkte Hydrolyse von Tetrapolyphosphat zu 2 Moll. Pyro- 
phosphat als weitere Méglichkeit in Betracht gezogen werden, wobei 
zunichst nichts dariiber ausgesagt werden kann, ob dieser zweite 
Weg von demselben Enzym katalysiert wird wie der Abbau zu Tripoly- 
phosphat. 

Das Chromatogramm des enzymatischen Abbaus von Grahamschem 
Salz (Abb, 9a u. b) zeigt zur Zeit Null neben dem unter den Versuchs- 
bedingungen am Startpunkt liegenden Grahamschen Salz wenig Pyro- 
phosphat und etwas mehr Trimetaphosphat (findet sich als Beimengung 
fast in jedem Praparat von Grahamschem Salz), von dem sich ein dichter 
Schwanz, der von Polyphosphatketten vom Kondensationsgrad 4—9 
herriihrt, bis zum Startpunkt hin erstreckt. Trimetaphosphat nimmt im 
Verlauf des Abbaus voriibergehend zu und ist auch dann noch nach- 
weisbar, wenn kein Grahamsches Salz am Startpunkt mehr zu sehen ist. 
Auferdem erscheinen nach 15 Min. Inkubation Flecken, die dem Tri- 
polyphosphat entsprechen. Diese bleiben lingere Zeit ziemlich gleich- 
mikig bestehen, nehmen voriibergehend an Intensitaét zu, um dann 
schlief lich wieder vollkommen zu verschwinden. Pyrophosphat nimmt 
ebenfalls voriibergehend an Intensitit zu. Orthophosphat wird laufend 
gebildet. Die intensive Schwanzbildung zwischen Trimetaphosphat und 
Grahamschem Salz wird nach voritbergehender Zunahme schwiicher. 
Die Zunahme deutet darauf hin, daB der Abbau von héherpolymeren 
Ketten (Grahamsches Salz ist ja ein Gemisch von Polyphosphatketten 
verschiedener Linge) tiber niedrigerpolymere verliuft. Hieriiber kann 
ein weiteres Chromatogramm AufschluB geben. Dieses Chromatogramm 
(Abb. 10) wurde mit denselben TCE-Filtraten angesetzt wie das in 
Abb. 9a wiedergegebene. Wahrend der Laufzeit des Chromatogramms 
stieg die Temperatur im Raum versehentlich iiber 20° an, wodurch sich 
alle Fraktionen nach oben verschieben und. der Trenneffekt abnimmt. 
In diesem Fall ist nun zu sehen, daB nur zur<Zeit Null ein Fleck am 
Startpunkt bleibt, von dem sich ein dichter Schwanz bis zu den iibrigen, 
dicht zusammenliegenden Fraktionen erstreckt. Schon nach 15 Min. 
Inkubation, wenn erst 6% des Gesamt-P als Orthophosphat vorliegen 
(vgl. Abb. 2), ist am Startpunkt kein Fleck mehr zu sehen. Die Schwanz- 
bildung nimmt nun fortlaufend ab, nur einmal (nach 240 Min.) ist eine 
voriibergehende Verlingerung zu sehen (Resynthese?). Dieses Bild kann 
nur so gedeutet werden, daB die Polyphosphatketten im) Grahamschen 
Salz, deren mittlerer Kondensationsgrad bei dem verwendeten. Praparat 
n= 27—30 betrigt, zu Bruchstiicken gespalten (depolymerisiert) 
werden, die in normalen Chromatogrammen nicht, hier aber unter den 
besonderen Bedingungen zum Wandern auf dem Papier gebracht werden. 
Orthophosphat entsteht zundchst nur wenig. Das an dieser Aufspaltung 
beteiligte Enzym ist als ,,.Depolymerase“ zu bezeichnen. Die gegebene 
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Erklérung wird durch ein bereits friiher mitgeteiltes Ergebnis" gestiitzt, 
wonach bei Bildung von etwa 50°, Orthophosphat beim Abbau von 
Grahamschem Salz mit Hefemazerationssaft der mittlere Kondensations.- 
grad des nicht zu Orthophosphat abgebauten Restes zu 9—10 bestimmt 
werden konnte (Titration der bei der Spaltung zunehmenden, schwach 
dissoziierenden Endgruppen). 

Die beobachtete Bildung von Trimetaphosphat muB als sekundar 
angesehen werden, da Trimetaphosphat als Bestandteil der Polyphosphat- 
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Abb. 10. Chromatogramm: Abbau von Grahamschem Salz. Verwendung derselben 


TCE-Filtrate wie in Abb. 9a. Raumtemperatur waihrend der Chromatographie 
aber iiber 20°. 


ketten nicht vorkommt. Bell!? berichtete, daB bei der chemischen 
Hydrolyse von Grahamschem Salz bei 100° Trimetaphosphat als Spalt- 
produkt auftritt. Damit tauchte zum ersten Mal die Frage auf, ob das 
Grahamsche Salz nicht ein Polymerisat von Trimetaphosphatmolekiilen 
sei. Thilo, Schulz und Wichmann™ fanden, da8 Orthophosphat und 
Trimetaphosphat bei der chemischen Hydrolyse im Verhiltnis 1 : 1 ge- 
bildet werden und nehmen daraufhin an, daB die Polyphosphatketten 
in der Lésung gefaltet oder spiralig gewunden vorliegen miissen. Die 
Faltelung wird wahrscheinlich durch Wassermolekiile aufrechterhalten, 
die durch H-Bindungen an O-Atome gebunden sind, wodurch sich zwei 
verschieden polarisierte PO,-Gruppen ausbilden miissen, und zwar im 
Mengenverhiltnis 1 : 1. 


11H. Mattenheimer, in ,,Silicium, Schwefel, Phosphate‘. IUPAC Collo- 
quium Miinster 1954. Verlag Chemie, S. 287. 

122 R. N. Bell, Ind. Engng. Chem. 69, 136 [1947]. 

13 E. Thilo, G. Schulz u. E. M. Wichmann, Z. anorg. allg. Chem. 272, 182 
[1953]. 
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Teil der Polyphosphatkette im Grahamschen Salz 


Bei der Hydrolyse kann nun leicht unter Abspaltung von 1 Mol. 
Orthophosphat durch RingschluB8 1 Mol. Trimetaphosphat gebildet 
werden. Dasselbe diirfte nach den chromatographischen Befunden auch 
bei der enzymatischen Hydrolyse von Grahamschem Salz geschehen, 
wenn auch nur in geringem Umfang. 

Fiir den enzymatischen Abbau von Grahamschem Salz kann dem- 
nach folgendes Schema aufgestellt werden: 


. Depolymerase __ Polyphosphate (” = 10—? 
Polyphosphate (ni = 27—30) —— " Ar aaa ) 

Oligophosphate (n = 4—10) 
Polyphosphate (% = 10— ?) 

+ Trimetaphosphat, sek. gebildet. 

Oligophosphatasen .. . 
Oligophosphat (7 = 4—10) Te pag 5g -P und Pyro-P 
Die Bezeichnung ,,Oligophosphate“ wurde von Thilo" fiir die ketten- 
férmigen kondensierten Phosphate vom Polymerisationsgrad 2—10 vor- 
geschlagen. Unter den angegebenen Versuchsbedingungen fiir die Papier- 
chromatographie® wandern nur diese Polyphosphate, wahrend solche mit 
einem Polymerisationsgrad iiber 10 am Startpunkt liegen bleiben. Sinn- 
gemiB wird fiir die entsprechenden Fermente nun die Bezeichnung 
,Oligophosphatasen“ (Pyrophosphatase, Tripolyphosphatase, Tetrapoly- 
phosphatase 
Die Abbauversuche mit Trimeta- und Tetrametaphosphat zum 

Zwecke der chromatographischen Auswertung wurden ohne Mg durch- 
gefiihrt. War Mg im Abbaugemisch vorhanden, so wurden nur vereinzelt 
Polyphosphate als Abbauprodukte der Metaphosphate entdeckt. Wurde 
Mg aber fortgelassen, so konnten die Zwischenstufen bei der enzymati- 
schen Hydrolyse zu Orthophosphat gut sichtbar gemacht werden. Die 
Erklirung hierfiir liegt darin, daB die Polyphosphatasen in Gegenwart 
von Mg die bei geringerer Metaphosphataseaktivitét nur in kleineren 
Mengen anfallenden Polyphosphate sofort weiter hydrolysieren, so daB 
diese niemals in nachweisbaren Konzentrationen vorhanden sind. Wird 
aber durch das Fehlen von Mg die Polyphosphataseaktivitaét herab- 
gesetzt, so kommt es zu einer Kumulation der Spaltprodukte. 


M4 KE. Thilo, Angew. Chem. 67, 141 [1955]. 
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Aus den Abb. lla u. b ist zu entnehmen, daB beim Abbau von 
Trimetaphosphat Tripolyphosphat und Pyrophosphat als Zwischen- 
produkte auftreten. Die enzymatische Hydrolyse kann also folgender. 
ma8en formuliert werden: 

Trimetaphosphatase 


Trimetaphosphat ————————————. Trripol 
rimetaphospha ; ee ripolyphosphat 


P Tripolyphosphatase 
Tripolyphosphat ms —~ Pyrophosphat + Orthophosphat 


Pyrophosphatase 
Pyrophosphat == a — ~ 2 Orthophosphat 
+ H. 
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Abb. lla. Chromatogramm: Abbau von Tri- 
metaphosphat. Versuchsbedingungen s. Abb. 4. 








Abb. 11b. Photoelektrische Auswertung von Abb. Ila (s. Abschnitt Methodik). 
1: Trimeta-P, 2: Tripoly-P, 3: Pyro-P, 4: Ortho-P. 


Das Abbauschema fiir Trimetaphosphat steht im Gegensatz zu der ~ 
Mitteilung von Meyerhof et al.*, die feststellten, daB der Abbau nicht 
iiber Pyrophosphat verlauft. Diese Aussage wurde aber nur auf Grund | 
der Tatsache gemacht, daB zugesetzte kristallisierte Pyrophosphatase 7 
den Abbau zu Orthophosphat nicht beschleunigt. 

Die von uns gefundene Aufspaltung von Trimetaphosphat zu Tri- ~ 
polyphosphat stimmt mit dem Verlauf der chemischen Hydrolyse itiber- © 
ein, bei welcher durch Erwarmen mit einer iquivalenten Menge Natron- 
lauge auf 40° quantitativ Tripolyphosphat aus Trimetaphosphat ent- 


steht}. 


15 EF. Thilo u. R. Ratz, Z. anorg. Chem. 258, 33 [1949]. 
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Chromatogramm und photoelektrische Auswertung (Abb. 12a u. b) 
des Abbaus von Tetrametaphosphat zeigen, daB bei geringer Zunahme 
von Orthophosphat zunichst Tripolyphosphat und Pyrophosphat sicht- 
bar werden. Erst nach 18 Stdn. Inkubation, wenn etwa 10° des Gesamt- 
P als Orthophosphat vorliegen, wird auch Tetrapolyphosphat sichtbar. 
Da der Abbau von Tetrapolyphosphat aber auch ohne Mg rasch erfolgt 
(vgl. Abb. 3 u. 8a), ist dieses als Zwischenprodukt schwer zu erfassen. 
Beziiglich der hier noch deutlicher als beim Abbau von Tetrapolyphosphat 
beobachteten Diskrepanz zwischen gefundener und theoretisch gefor- 
derter Orthophosphatmenge, sei auf die Ausfiihrungen beim Tetrapoly- 
phosphat verwiesen. 








Nr der Bahn 

















3 6 18 (Test) Stdn. Jnkub. 
+ -$--9 % OP gebildet 
i eee Nr der Bahn 


Abb. 12a. Chromatogramm: Abbau von 
Tetrametaphosphat. Versuchsbedingungen 
s. Abb. 4. 














Abb. 12b. Photoelektrische Auswertung von Abb. 12a (s. Abschnitt Methodik). 
1: Tetrameta-P, 2: Tetrapoly-P, 3: Tripoly-P, 4: Pyro-P, 5: Ortho-P. 


Folgendes Abbauschema kann fiir die enzymatische Hydrolyse von 
Tetrametaphosphat aufgestellt werden: 


Tetrametaphosphatase 

Tetrametaphosphat ee a —~ Tetrapolyphosphat 
‘Selbebdieherphetenn , 
Tetrapolyphosphat =<———— ae —~ Tripoly-P + Ortho-P 
+ 

, Tripoly phosphatase 

Tripolyphosphat a — —— Pyro-P + Ortho-P 
D3 2 

Pyrophosphatase 

Pyrophosphat srsere —~ 2 Orthophosphat 


Da es sicher ist, daB lebende Organismen aus Orthophosphat hoch- 
polymere Phosphate aufbauen kénnen, sind fiir die von den Polyphos- 





138 Hermann Mattenheimer, Bd. 303 (1956) 


phatasen katalysierten Reaktionen beide Richtungen anzunehmen. So. 
lange die Bildung von Metaphosphaten in Lebewesen nicht nachgewiesen 
ist, kann fiir die Metaphosphatasen (Trimeta- und Tetrametaphospha. 
tase) nur die Spaltungsreaktion als sicher angenommen werden. 

Ebenso wie bei der enzymatischen Hydrolyse wird Tetrameta. 
phosphat chemisch mit Natronlauge zu Tetrapolyphosphat gespalten!®, 
Uber die Verwendung von Tetrametaphosphat als Fermentsubstrat ist 
uns von anderer Seite bisher nichts bekannt geworden. 


Eine neue Einteilung der Poly- und Metaphosphatasen 


Die Ergebnisse der Versuche, in denen die Substratspezifitit der 
einzelnen Poly- und Metaphosphatasen festgestellt® und die Zwischen. 
produkte beim Abbau der verschiedenen Substrate erfaBt werden konn. | 
ten, erlauben eine Einteilung der anorganischen Phosphatasen unter | 
Beriicksichtigung der tatsichlich von ihnen katalysierten Reaktionen. 
Danach ist z. B. die Trimetaphosphatase ein Ferment, das Trimeta. F 
phosphat lediglich zu Tripolyphosphat, nicht aber weiter zu Ortho. | 
phosphat abbaut. An der endgiiltigen Aufspaltung zu Orthophosphat, | 
und das gilt fiir alle hier untersuchten Substrate (auBer Pyrophosphat), 
sind mehrere spezifische Fermente nacheinander beteiligt. Diesem Um. | 
stand hat man Rechnung zu tragen, wenn die Fermentaktivitat an der 
Bildung von Orthophosphat gemessen wird. Es miissen dann die Fer. | 
mente fiir die niedrigeren Abbaustufen stets in aktiver Form vorhanden 
sein. 

Einteilung der Poly- und Metaphosphatasen 





Enzym katalysierte Reaktion 





1. Polyphosphatasen 
a) Oligophosphatasen 
Pyrophosphatase Pyro-P = 2 Ortho-P i 
Tripolyphosphatase Tripoly-P = Pyro-P + Ortho-P a 
Tetrapolyphosphatase Tetrapoly-P == Tripoly-P + Ortho-P © 
(und weitere fiir Substrate 2a 
mit n = 5—10 ?)* E 
b) Depolymerasen 
Polyphosphate (n = 30 u. mehr) 
Mehrere spezifische == Polyphosphate (n = 10—?) 
Enzyme? +. wenig Orthophosphat 
Polyphosphate (n = 10— ?) 
== Oligophosphate (n = 4—10) 
2. Metaphosphatasen (Cyclophosphatasen) 
Trimetaphosphatase Trimeta-P ( ) Tripoly-P 
Tetrametaphosphatase Tetrameta-P (F) Tetrapoly-P 
* Die Frage nach weiteren spezifischen Oligophosphatasen wird erst geklirt werden kénnen, 
wenn es gelingt, die entsprechenden Substrate rein in gréBeren Mengen herzustellen. 
Fraulein R. Jente sei fiir die Mithilfe bei der Durchfiihrung der Versuche 
vielmals gedankt. 





nner, 


suche 
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Zusammenfassung 


Mittels Papierchromatographie werden die beim enzymatischen 
Abbau der verschiedenen Poly- und Metaphosphate bisher unbekannten 
Zwischenstufen dargestellt. Auf Grund dieser Ergebnisse werden A bbau- 
schemata fiir die einzelnen Substrate angegeben. Der Abbau héher- 
polymerer Phosphatketten (Grahamsches Salz) zu Orthophosphat erfolgt 
iiber niedrigerpolymere Ketten. Tetrapolyphosphat wird iiber Tripoly- 
phosphat und Pyrophosphat, Tripolyphosphat tiber Pyrophosphat zu 
Orthophosphat aufgespalten. Die enzymatische Hydrolyse der Meta- 
phosphate erfolgt zuniichst zu den entsprechenden kettenférmigen Ver- 
bindungen, Trimetaphosphat wird zu Tripolyphosphat und Tetrameta- 
phosphat zu Tetrapolyphosphat aufgespalten, die weiter wie angegeben 
zu Orthophosphat abgebaut werden. 

Unter Beriicksichtigung der tatsaichlich von den einzelnen Fermenten 
spezifisch katalysierten Reaktionen wird eine neue Einteilung der 
anorganischen Phosphatasen vorgenommen, Die an der Aufspaltung der 
Polyphosphatketten bis zu einem Kondensationsgrad von 10 beteiligten 
Enzyme werden als Oligophosphatasen bezeichnet und den Poly- 
phosphat - Depolymerasen und Metaphosphatasen (Cyclophospha- 
tasen) gegeniibergestellt. 


Summary 


The previously unknown intermediate stages in the enzymatic de- 
gradation of different poly and metaphosphates are established by 
means of paper chromatography. Degradation schemes for the individual 
substrates are given on the basis of the results obtained. The degradation 
of high polymer phosphate chains as in Graham’s salt proceeds via low 
polymer chains to orthophosphate. Tetrapolyphosphate is cleaved via 
tripolyphosphate and pyrophosphate, and tripolyphosphate via pyro- 
phosphate, to orthophosphate. The enzymatic hydrolysis of meta- 
phosphates yields initially the corresponding chain compounds, while 
trimetaphosphate is cleaved to tripolyphosphate and tetrametaphosphate 
to tetrapolyphosphate, which are further degraded as described to ortho- 
phosphate. A new classification of the inorganic phosphatases is effected 
on the basis of the reactions specifically catalysed by the individual 
enzymes. The enzymes involved in the cleavage of polyphosphate chains 
with a degree of condensation up to 10 are termed oligophosphatases 
and are contrasted with the polyphosphate depolymerases and meta- 
phosphatases (cyclophosphatases). 
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Die Desoxyribonucleinsaure einiger Fischspermien 
Von 
K. Felix, I. Jilke und R. K. Zahn 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. Main 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Oktober 1955) 


Als wir die Nucleoprotamine aus den Spermatozoen der Regen. | 


bogen- und Bachforelle sowie des Saiblings, Lachses, Heringes und Stérs 
untersuchten, haben wir bereits auch die Desoxyribonucleinsiiuren 
(DNS) isoliert * und in ihnen Stickstoff und Phosphor bestimmt? *'. 


Diese Nucleinsiiuren wurden nunmehr auf den Gehalt an Basen | 


analysiert. Wir haben sie dazu mit Perchlorsiure hydrolysiert* und die 


Basen papierchromatographisch getrennt, wobei wir das Gemisch aus 7 
Isopropylalkohol und 2-n. HCl nach G. R. Wyatt® verwandten. Die | 
Lage der einzelnen Flecken ergab sich aus einer Kontaktkopie. Die ent. | 


sprechenden Stiickchen wurden aus dem Filtrierpapier herausge. 
schnitten, extrahiert und die Basen photometrisch bestimmt‘: Von dem 


gesamten Basenstickstoff fanden wir 95—99°, wieder. In den Nuclein. | 
siuren der Regenbogenforelle und des Bachsaiblings konnte noch | 
5-Methyl-cytosin in geringen Spuren nachgewiesen werden, wenn © 
mit Ameisensiure an Stelle von Perchlorsiure hydrolysiert wurde. Von ~ 
der Heringsnucleinsiure stand uns so viel zur Verfiigung, da8 wir sie 4 


quantitativ bestimmen konnten. 


An den in Tab. 1 vereinigten Resultaten fallt auf, da8 die einzelnen j 
Werte nur wenig voneinander abweichen. Somit wechselt die Zusammen- © 
setzung der DNS in viel geringerem Umfang als die der zugehorigen 


Protamine®, 


Um unsere Werte mit denen vergleichen zu kénnen, die ander | 


Autoren an tierischen DNS-Priparaten verschiedener Herkunft er: 


zielten, haben wir berechnet, wieviel Basenmolekiile auf 100 Atome 


Phosphor treffen (Tab. 2). 


* Das dort beschriebene Verfahren l48t sich auch auf Organe anwenden. F 


Im Versuchsteil wird die Darstellung von DNS aus Stierhoden beschrieben. 


1 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. R. Mohr, diese Z. 287, 224 [19651]. 7 


2 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. R. Mohr, diese Z. 289, 10 [1951]. 
3 K. Felix, H. Fischer u. A. Krekels, diese Z. 289, 127 [1952]. 

4 A. Marshak u. H. J. Vogel, J. biol. Chemistry 189, 597 [1951]. 

5 G.R. Wyatt, Biochem. J. 48, 584 [1951]. 


6 K. Felix, Ciba Foundation Sympos., The Chemical Structure of Proteins, 7 


London 1953. 
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Tab. 1. Zusammensetzung der Desoxyribonucleinsauren der Zellkerne 
verschiedener Fischarten. 





Regen- Bach- Bach- 


pa forelle | saibling 


Lachs Hering 





°/ Stickstoff 14,92 15,46 15,20 15,35 
°,, Phosphor 8,95 
N/P 1,69 
°/, Basen 
Adenin 10,65 
Thymix a 9,25 
Guanin 8,70 
Cytosin 6,25 
Methyleytosin + 


Tab. 2. Molare Konzentration berechnet auf 100 Atome Phosphor. 























: . | Methyl- 
DNS Adenin Cytosin cytoain 





Regenbogenforelle. . . . 20 £ 
Bachforelle ‘ 20 
Bachsaibling 20 Us 
. 21 
19 2 
20 


Nach dieser Tabelle treffen auf hundert Atome Phosphor nicht 
genau hundert Basen. In erster Linie sind daran die Miangel der Be- 
stimmungsmethoden schuld. Aber es fillt doch auf, da zwischen dem 
Arginin- und Phosphorgehalt der Nucleoprotamine eine ahnliche Diffe- 
renz besteht (Tab. 3). Auf hundert Atome Phosphor kommen nicht 
genau hundert Reste Arginin. Es kénnte also sein, daB im Nucleo- 
protamin zwar Arginin und Nucleinbasen einander iquivalent sind, da- 
gegen Phosphorsiure in geringem Uberschu8 vorhanden ist. Méglicher- 
> weise kommt dieser iiberschiissigen Phosphorsiure eine besondere Be- 
> deutung zu, die man aber erst ermessen kann, wenn man wei, wie sie 
» gebunden ist, vielleicht pyrophosphorsiure-artig. 

















Tab. 3. Arginin- und Nucleinbasengehalt der Nucleoprotamine 
auf 100 Atome Phosphor. 





Nucleinbasen 





Regenbogenforelle . . . 
Bachforelle . . . . . . 
Bachsaibling ae 





g 
Stor (+ Lysin) . . 


Sonst fiigt sich die DNS aus den Fischspermatozoen gut in das all- 
yemeine Schema der tierischen DNS ein. 
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Angeregt durch die Hypothese von Watson und Crick? haben 
wir noch das Verhialtnis von Adenin zu Thymin und das von Guanin zy 
Cytosin berechnet. Das erste weicht ebenso viel von 1 ab wie das zweite 
(Tab. 4). 


Tab. 4. Verhaltnis von Adenin zu Thymin und Guanin zu Cytosin in Fischsperma, 





Adenin/ Guanin/ 
i Cytosin 





Regenbogenforelle . . . 
Bachforelle . é 
Bachsaibling . . 








Wenn auch die Nucleinsiuren sehr ahnlich zusammengesetzt sind. 
so kénnen sie sich doch in der Anordnung der einzelnen Nucleotide er. 
heblich unterscheiden. AuBerdem ist die DNS wahrscheinlich nicht ein. | 
heitlich, sondern besteht wie die Protamine aus mehreren Komponenten, 
woraus sich eine weitere Méglichkeit zur Variation ergibt. f 

SchlieBlich haben wir wieder in bekannten Suspensionen der Kerne § 
den durchsehnittlichen Gehalt eines einzelnen Kernes an Stickstoff und 
Phosphor ermittelt und daraus den an DNS errechnet?. Er schwantkt, | 
wie die Tab. 5 zeigt, zwischen 6,4 und 7,0 mal 10-® mg. 


Tab. 5. DNS-Gehalt eines einzelnen Spermatozoenkernes verschiedener Fischarten, 7 
ausgedriickt in mg mal 10~° pro Kern. 





berechnet aus: 





Regenbogenforelle . . . 
Bachsaibling 
Bachforelle . 





Die Werte sind von der gleichen GréBenordnung, wie sie in def 
Literatur fiir die somatischen Zellen angegeben werden. 

Fir die Spermatozoen sollte man nur den halben Gehalt an DNS 
erwarten. Vendrely® fand in Stierspermatozoen nur 1,4—2,8 mal 
10-® mg DNS pro Kern. Mirsky und Ris® geben 1,26 - 10-° mg fir 
den Kern der Hahnenspermatozoen an. Diese Autoren haben aber zu | 
Bestimmung der DNS chemische Verfahren verwendet, bei denen Ver- 
luste sich nicht vermeiden lassen. 


7 I. D. Watson u. F. H.C. Crick, Nature [London] 171, 737 [1953]. 
8 C. Vendrely, Bull. Biol. 86, 1 {1952}. 
° A. E. Mirsky v. H. Ris, Nature [London] 163, 666 [1949]. 
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Unter der Annahme, daB das Molekulargewicht der DNS 800000 
betragt!°, ergibt sich mit Hilfe der Loschmidtschen Zahl, da8 ein ein- 
zelner Zellkern ungefahr 5-10 Molekiile DNS und damit ebenso viele 
Molekiile Nucleoprotamin enthilt. 

Zu demselben Wert kommt man auch vom spezifischen Partial- 
volumen des Nucleoprotamins aus. Wir haben es fiir das Nucleoprotamin 
des Herings bestimmt. Ein Gramm nimmt 0,6947 cm’ ein. Nach unseren 
friheren Analysen verhialt sich in den Spermatozoenkernen und in den 
Nucleoprotaminen DNS zu Protamin wie 61:39 beim Hering, wie 
64:36 bei den Salmoniden, wie 67 : 33 beim Stér. Legen wir wieder fiir 
die DNS ein Molekulargewicht von 800000 zugrunde, so kommen die 
Molekulargewichte der Nucleoprotamine auf 1,2 bis 1,3 mal 10%. Ein 
Molekiil Nucleoclupein mit dem Gewicht von 1,3 - 10° besitzt somit ein 
Volumen von 1,5 - 10-18 cm® oder 1500 my®. Das Volumen eines Sper- 
matozoenkerns betragt rund 7° und bietet somit Raum fiir 4,7 - 10° 
Molekiile Nucleoprotamin. 

Da mit dem Elektronenmikroskop?"! keine Struktur in den Kernen 
m erkennen ist, diirften diese rund 5 - 10 Molekiile sehr dicht gepackt 
sein und zwischen sich nur wenig Raum fiir Wasser lassen. Dafiir spricht, 
da8 sie beim Trocknen mit Aceton kaum schrumpfen. 

Die Nucleoprotaminmolekiile miissen nach einer ganz bestimmten 
Ordnung nebeneinander liegen. Denn Wilkins und Randall” haben 
von uns dargestellte feuchte Kerne von Spermatozoen der Regenbogen- 
forelle roéntgenspektroskopisch analysiert und Diagramme erhalten, die 
fiir eine dreidimensionale und periodische, d.h. kristalline Anordnung 
der Biindel aus Nucleoprotaminfasern sprechen. 

Die Faserstruktur der Nucleoprotamine tritt sichtbar in Erschei- 
nung, wenn man eine Lésung der Zellkerne in 10-proz. Kochsalzlésung 
in destilliertes Wasser gieBt. Sie ist durch die DNS bedingt und nicht 
durch den Protaminanteil. Jene fallt fiir sich allein auch in Fasern aus, 
solange sie nicht depolymerisiert ist. 


Beschreibung der Versuche 
Die Eichkurven von Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin 


Die Eichkurven wurden von analysenreinen Praparaten der Basen angelegt. 
Aus ihren Testlésungen wurden mit einer geeichten Mikropipette je 5, 10, 20, 30 
und 40» auf Whatman-l- oder Schleicher & Schiill-Papier der Sorte 2043a auf- 
gesetzt und in Isopropylalkohol/2-n. HC1> entwickelt. Von den an der Luft ge- 
trockneten Papierchromatogrammen wurden Photogramme auf Agfa-Copex- 
Papier angelegt und diese durchgepaust. An den Absorptionsstellen wurden aus 
den Chromatogrammen Rechtecke von 2,5x 3 cm und entsprechend groBe Leer- 
stiicke daneben ausgeschnitten. Die in kleine Streifen geschnittenen Papierecken 
wurden mit 5cm* 0,l-n. HCl4 12—14 Stdn. eluiert. Die im Beckman-Spektro- 


10 B. Daimler, Kolloid-Z. 126, 8 [1951]. 
1 H. Fischer, O. Hug u. W. Lippert, Chromosoma 5, 69 [1952]. ; 
rial M. H. F. Wilkins u. A. T. Randall, Biochim. biophysica Acta 10, 192 
953). 
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photometer am jeweiligen Maximum der Absorption gemessenen Extinktionen 
fiir die verschiedenen Basenkonzentrationen (= 14/, der aufgesetzten Substanz. 
menge) wurden graphisch aufgetragen (s. die Abb.). 
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7/ccmn—— 
Eichkurven der Testsubstanzen. 


Quantitative Basenbestimmungen in der DNS aus Zellkernen 
verschiedener Fischspermatozoen ; 
100 mg DNS wurden in ein 10-cm*-Me8kélbchen eingewogen und mit 12-n. 7 
HCIO, 1 Stde. hydrolysiert*. Nach der Hydrolyse wurde mit Wasser auf 10 cm’ — 
aufgefiillt, durchgeschiittelt und die Lésung von der Kohle zentrifugiert. Aus dem * 
klaren, wasserhellen Uberstand wurden jeweils 10 mm* und 20 mm? auf Whatman! © 
oder auf Schleicher & Schill Nr. 2043a chromatographiert und quantitativ, wie 
fiir die Eichkurven beschrieben, ausgewertet. Die Basenkonzentrationen ergaben | 
sich aus den Eichkurven. Die Ergebnisse sind fiir die Basen in %/, angegeben (Tab. 6). 
Sie stiitzen sich auf 2—3 Hydrolysen fiir jede untersuchte DNS mit 6—12 Ex. © 
tinktionswerten pro Base (Tab. 6— 10). i 


Tab. 6. DNS aus den Spermatozoenkernen der Regenbogenforelle. 
Im Beckman abgelesene Extinktionswerte fiir 10 und 20 mm! des chromato. | 
graphierten Hydrolysats: 





Basen Extinktionen Mittelwert 





Adenin 
10 mm?® 0,205 0,211 0,228 0,212 


20 mm* 0,434 0,432 0,440 





Thymin 
10 mm® 0,112 0,115 0,125 0,127 0,118 








20 mm?® 0,220 y 0,220 0,228 
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Tab. 6. (Fortsetzung) 





Basen Extinktionen Mittelwert 





Guanin 
10 mm? 
20 mm?® 


0,134 
0,275 


0,132 0,137 0,133 0,134 0,132 0,136 
0,276 0,275 0,276 0,274 





Cytosin 
10 mm?* 
20 mm* 


0,115 


0,118 0,115 0,115 0,118 0,120 0,115 0,116 
0,241 


0,244 0,244 0,238 








Aus den Extinktions-Mittelwerten fiir jede Base wurde ihre Konzentration 
in y/em* aus der entsprechenden Eichkurve abgelesen. 





Adenin | Thymin 


Guanin 


Cytosin 





y/em fiir 10 mm 
y/em? fiir 20 mm (:2) 


2,10 
4,35 (2,17) 


1,88 
3,60 (1,80) 


1,78 
3,55 (1,77) 


1,18 
2,50 (1,25) 





+/em® Mittel: 
% Basen: 
°, Basen-Stickstoff: 


2,13 
10,65 
5,47 





9,20 


1,84 
2,04 


1,78 
8,90 
4,12 








1,21 
6,15 
2,32 


Gesamt-Stickstoff: 14,92% 

Gesamt-Basen-Stickstoff: 13,95% 

NH,-Stickstoff infolge Zersetzung bei derHydrolyse: 0,46% 
14,41% 


somit 
wiedergefunden: 


97%, 


Tab. 7. DNS aus den Spermatozoenkernen des Saiblings. 





Basen 


Extinktionen 


Mittelwert 





Adenin 
10 mm® 
20 mm? 


0,213 
0,428 


0,217 
0,434 


0,220 


0,215 
0,432 





Thymin 
10 mm* 
20 mm? 


0,112 
0,227 


0,127 
0,223 


0,125 0,125 


0,120 
0,225 





Guanin 
10 mm® 
20 mm? 


0,131 
0,268 


0,125 
0,275 


0,132 
0,272 


0,127 
0,273 





Cytosin : 
10 mm? 
20 mm? 





0,121 
0,240 


0,120 
0,236 





Konzentrationen in y/cm'. 


0,120 
0,238 





| Adenin | Thymin | Guanin 


Cytosin 





y/em? fiir 10 mm? 
y/em$ fiir 20 mm? (; 2) 


2,15 


| 4,25 (2,12) 


1,96 
3,55 (1,77) 


1,73 
3,52 (1,76) 


1,25 
2,50 (1,25) 





y/em® Mittel: 
°/ Basen 
% Basen-Stickstoff: 


1 


2,13 
0,65 
5,47 


9,25 


1,87 
2,05 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 303 


8,70 


1,74 
4,03 





1,25 
6,25 
2,36 


10 
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Gesamt-Stickstoff: 15,20% 
Gesamt-Basen-Stickstoff: 13,91% 


Bd. 303 | 1956) 


somit 


NH, -Stickstoff infolgeZersetzung bei derHydrolyse: 0,69%/,  wiedergefunden: 


14,60%, 


96% 


Tab. 8. DNS aus den Spermatozoenkernen der Bachforelle. 





Basen | Extinktionen 


Mittelw: ort 


— 





Adenin 
10 mm* 0,212: 0,200 0,215 


20 mm? 0,447 0,450 


0,208 
0,447 





Thymin 
10 mm? 0,124 0,122 0,126 0,126 
20 mm?® 0,218 





Guanin 
10 mm?® 0,136 0,139 0,133 0,138 


20 mm® 0,275 0,276 





Cytosin ; 
10 mm* 0,122 0,119 0,120 0,120 
20 mm? 0,243 








Konzentrationen in y/cm?, 





Adenin | Thymin | Guanin 





y/cm’ fiir 10 mm® 2,10 2,00 1,80 
3,45 (1,72) | 3,55 (1,77) 


y/em® fiir 20 mm? (:2) 4,43 (2,21) 


1,25 
2,50 (1,25) 





y/em? Mittel : 2,16 
°% Basen: 10,80 
Basen-Stickstoff: 5,55 


Gesamt-Stickstoff: 15,46% 
Gesamt-Basen-Stickstoff: 14,07% 





1,25 
6,25 





2,36 


somit 


NH,-Stickstoff infolge Zersetzung bei derHydrolyse: 0,68%  wiedergefunden: 


14,75% 


Tab. 9. DNS aus den Spermatozoenkernen des Lachses. 


95%, 





Basen Extinktionen 


Mittelwert 





Adenin 
10 mm? 0,205 0,208 0,205 0,203 


20 mm? 0,402 0,402 0,419 


0,204 
0,414 





Thymin 
10 mm? 0,110 0,118 0,112 0,112 0,127 0,127 


20 mm® 0,228 0,231 


0,115 
0,228 





Guanin 
10 mm? 0,128 0,138 0,132 0,138 
20 mm?® 0,280 0,280 0,274 


0,133 
0,277 





Cytosin 
10 mm* 0,120 0,188 0,123 0,125 0,112 
20 mm? 0,239 0,245 0,245 








0,120 
0,242 





gefni 
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| Adenin | Thymin | Guanin 


Cytosin 





1,80 


F 1,76 
3,55 (1,77) 


2,00 
3,55 (1,77) 


y/om® fiir 10 mm? 
4,10 (2,05) 


y/ems fiir 20 mm® (:2) 


1,25 
2,50 (1,25) 





1,76 
8,80 
4,07 


2,03 
10,15 
5,21 


1,78 
8,90 
1,98 


y/em* Mittel: 

°, Basen: 

%, Basen-Stickstoff: 

Gesamt-Stickstoff: 14,29% 

Gesamt-Basen-Stickstoff: 13,62%, 

NH,-Stickstoff infolge Zersetzung bei derHydrolyse: 0,49%, 
14,11% 








Tab. 10. DNS aus den Spermatozoenkernen des Stérs. 


1,25 
6,25 





2,36 


somit 


wiedergefunden: 


99% 





Extinktionen 


Mittelwert 





0,214 0,214 0,216 0,199 0,212 


0,428 


0,419 


0,208 
0,416 





0,110 
0,220 


0,112 
0,235 


0,115 0,110 


0,111 
0,225 





0,126 
0,275 


0,132 
0,274 


0,134 
0,280 


0,125 0,130 


0,128 
0,277 








0,112 
0,215 


0,113 
0,215 


0,115 


Konzentrationen in y/cm’, 


0,112 0,115 





0,113 
0,216 





Adenin | Thymin | Guanin 


|  Cytosin 





y/em’ fiir 10 mm* 
y/cm’ fiir 20 mm§ (: 2) 


2,06 
4,15 (2,07) 


1,77 
3,55 (1,77) 


1 


73 1,16 
3,55 (1,77) | 2,33 (1,16) 





y/cm* Mittel: 
°% Basen: 
% Basen-Stickstoff : 


Gesamt-Stickstoff: 





Gesamt-Basen-Stickstoff: 


NH,-Stickstoff infolge Zersetzung bei derHydrolyse: 0,71°, 


2,07 
10,35 
5,34 


1,77 
8,85 
1,96 


1,75 
8,75 
4,00 


14,75%, 
13,49%, 


14,20%, 


1,16 
5,80 
2,19 


somit 


wiedergefunden : 


96% 


Der Nachweis von 5-Methyl-cytosin 

Je 16 mg DNS der verschiedenen Fischarten wurden nach der von Wyatt® 
angegebenen Methode mit 98-proz. Ameisensiure hydrolysiert und chromato- 
graphiert. In den DNS des Saiblings, Herings und der Regenbogenforelle konnte 
5-Methyl-cytosin spektrophotometrisch identifiziert werden. Das Maximum der 
Absorption lag fiir px 1,2 bei 283 mu, das Minimum bei 242 my. Nicht nachgewiesen 
wurde 5-Methyl-cytosin in den DNS von Lachs, Stér und Bachforelle. Nach der 
—— mit 72-proz. Perchlorsiure wurde in keinem Falle 5-Methyl-cytos'n 
gefunden. 

10* 
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Darstellung und Analyse der DNS aus den Kernen der Herings. 
spermatozoen 


Die aus getrockneten Spermatozoenképfen isolierte DNS enthielt 15.35%, 
Stickstoff und 9,30% Phosphor. 32,6 mg (=5,00mg Stickstoff) wurden mit 0,5 em’ 
98-proz. Ameisensaure in eine Ampulle von 100 cm* eingeschmolzen und bei 175° 
30 min lang hydrolysiert. Vor dem Offnen wurde die Ampulle mit Kohlensiur. 
schnee stark abgekiihlt, um das Hydrolysat zu gefrieren und den Dampfdruck 
in der Ampulle herabzusetzen. Die gedffnete Ampulle wurde an der Gasballast. 
pumpe evakuiert (man kann auch iiber eine Kiihlfalle (—70°) absaugen), bis die 
Ameisensaiure und gebildetes Wasser entfernt waren. 

Da sehr wenig Methylcytosin vorhanden ist, haben wir den Riickstand nur 
in 500 mm* 2-HCl aufgenommen und vom Unldslichen abzentrifugiert. Vom 
Uberstand wurden 10 mal 4,20 mm! (Pipette auf +0,02 mm? geeicht) fiir pripara- 
tive Chromatographie auf Schleicher & Schiill-Papier 2043a aufgesetzt. Neben 
den 5 erwarteten Flecken fiir Guanin, Adenin, Thymin, Cytosin und Methylcytosin 
erschien noch ein sechster. Dieser sowie der von Methyleytosin wurden heraus. 


geschnitten, extrahiert und von neuem chromatographiert, wieder extrahiert und } 
der Extrakt auf 5 cm® aufgefiillt. Der 6. Fleck gehérte nach Rr-Wert und Verlauf | 
der Absorptionskurve im Ultravioletten Uracil an. Wir vermuten, daB es nicht von | 


vorn herein in der DNS enthalten, sondern bei der’ Hydrolyse aus Cytosin ent- 
standen ist. 
Der Rest des Hydrolysates (458 mm*) wurde mit weiteren 500 mm® n-H(I 


verdiinnt, wieder zentrifugiert, dann in je 250 mm® der Gesamt- sowie der NH,. © 
Stickstoff und in 50 mm® der Gesamtphosphor bestimmt. 10 mal 4,2 mm® wurden | 
zur chromatographischen Bestimmung von Guanin, Adenin, Thymin und Cytosin | 


verwendet. Die den einzelnen Basen entsprechenden Papierstiicke wurden wieder 
herausgeschnitten, extrahiert, der Extrakt auf 5 cm* gebracht und der Gehalt an 
Basen: photometrisch bei den Wellenlangen der maximalen Absorption ermittelt. 
Die Extinktionen wurden in den 10 Extrakten getrennt gemessen und mit dem 
Mittelwert von 10 Leerversuchen korrigiert. Die Resultate wurden auf das Aus- 
gangsvolumen umgerechnet (Tab. 11). 


Tab. 11. DNS aus den Spermatozoen des Herings. 





Basen 


4,2 mm? Extinktionen Korr. Mittelwert — 


pro Fleck 





Adenin 0,283 0,268 0,273 
0,278 0,293 





Thymin 0,161 0,161 0,175 
0,161 0,161 





Guanin 0,190 0,180 0,200 
0,200 0,180 





Cytosin 0,160 0,170 0,150 
0,170 0,150 





42 mm pro 
Fleck Methyl- 0,165 
cytosin 











Uracil 0,043 





Bseyse) & wy 


22292 
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Thymin | Guanin 


Cytosin 





Konzentration 


an Base in 1 em? 1,685 


7,64 


2,795 
10,50 


2,520 
10,20 


2,470 
8,34 





/ 
%, Basen 


% Basen-Stick- 
stoff ‘ 5,18 























2,27 3,87 2,89 
Gesamt-Moll. Base pro 100 Atome Phosphor 94,8 
Gesamt-Stickstoff 15,35% -+ 0,15% 
Gesamt-Basen-Stickstoff 10,54% + 0,34% 


NH, Stickstoff 0,82% + 0,1 % 
15,36 + 0,44% 


somit wiedergefunden 


100 + 2,8% 





Gesamtphosphor 9,30% + 0,04% 


Bestimmung des DNS-Gehaltes eines einzelnen Spermatozoenkerns 
der Forellen und des Herings 


Eine ganz kleine Spatelspitze der getrockneten Kerne wurden in 100 cm* 
dest. Wasser suspendiert; die Heringskerne, die nur in ganz geringer Menge ver- 
fiigbar waren, in 50 cm®, Aus den einzelnen Suspensionen wurden fiir die Phosphor- 
und Stickstoffbestimmung je 20cm* entnommen. Die Phosphorbestimmungen 
wurden nach der Methode von Allen’ durchgefiihrt, die des Stickstoffs nach 
Kjeldahl. AuBerdem wurden in einer Thoma-Zeiss-Kammer die Kerne ausge- 
zihit (Tab. 12). 


Tab. 12. Phosphor- und Stickstoff-Gehalt pro Spermatozoenkern. 





Regenbogen- 


forelle 


Saibling 


Bachforelle 





Kernzahl/100 cm? 

mg Phosphor/20 cm? 
mg Stickstoff/20 cm? 
mg Phosphor/100 cm* 
mg Stickstoff/100 cm? 
mg Phosphor/Kern: 
mg Stickstoff/Kern: 





3,7: 108 
0,040 ; 0,045 
0,140; 0,150 

0,215 

0,725 

5,8- 10-10 
19,6- 10-10 





3,9- 108 
0,047 ; 0,050 
0,120; 0,205 

0,243 

0,183 

6,25-10-1° 
20,8 -10-1° 





5,6- 108 
0,055 ; 0,075 


21,4-10-10 





S27 -105%° 


Aus den Phosphor- und Stickstoff-Werten in den Kernsuspensionen und den 


prozentualen Phosphor- und Stickstoff-Anteilen in den reinen Kernen sowie den 
Phosphor-Werten fiix die DNS der verschiedenen Fischarten!?:3; lassen sich 
Nucleoprotamin- und DNS-Gehalt eines einzelnen Spermatozoenkerns fiir die 
verschiedenen Fische berechnen (Tab. 13). 


#® RJ. L. Allen, Biochem. J. 80, 858 [1940]. 
“ K. Felix u. A. Krekels, diese Z. 298, 284 [1953]. 
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Tab. 13. Nucleoprotamin- und DNS-Gehalt pro Spermatozoenkern. 





— 


—— Saibling Bachforelle | Hering 





Nucleoprotamin/Kern in 
-10-9 


berechnet aus Phosphor: 
berechnet aus Stickstoff: 


DNS pro Kern in mg-10-® 
berechnet aus Phosphor: 6,98 
berechnet aus Stickstoff: 6,7 














Bestimmung des spezifischen Volumens von Nucleoclupein 


Die Versuche wurden von R. K. Zahn bei 25° und py 6,4+0,1 ausgefiihrt. 

Als spezif. Volumen des Wassers wurde der Wert 

V; (H,O, 25°, 760 mm) = 1,00294 
zugrunde gelegt. Die Korrektur fiir Wagung in Luft (Temperatur, Luftdruck) 
wurde auf etwa +3%, genau durchgefiihrt. Der Maximalfehler des korrigierten 
MeBwertes betrug 

E = 0,0001 (0,1%/) 

Es wurden insgesamt 15 Bestimmungen ausgefiihrt, die alle das gleiche Resultat 
hatten. | 

Ein Beispiel sei hier wiedergegeben: 

Die beiden GefaBe (A, B) hatten etwa das gleiche Volumen (etwa 55 cm’), 
GefaB A enthielt das Léisungsmittel, Gefi8 B Lésungsmittel plus 1,000 g Nucleo. 
clupein-Pulver (Np). Sie wurden bei einer Temperatur unter 25° gefiillt, mit einem 
Kapillarschliffstepfen verschlossen und in das 25 -+ 0,05-Bad eingehaingt. Nach 
2-stdg. Equilibrieren wurden sie herausgenommen, auf unter 25° abgekiihlt, ab- 
gespiilt, abgewischt und nach 30 min gewogen. 

Fiir die Auswertung ergibt sich im Falle von dest. Wasser als Suspensions- 
mittel: 

Volumen des Gef. A 


1. H,0-Inhaltsgewicht des Gef. A = spezif. Volumen des Suspensionsmittels (V:) 


56,5705 em® 
~ 66,4048 g 


_y. _. Volumen, das vom Lésungsmittel 
2. [Inhaltsgew. d. Gef. B—1 g Np]: Vs = beansprucht wird. 


[56,7072 —lg _  ]-1,00294 cm*/g = 55,8719 cm* 


3. Volumen d. Gef. B — Vol. d. Suspensionswassers = Pe O bel 2, tong Np 


56,5666 cm* — 55,8719 cm* = 0,6947 cm3/g 





= 1,00294 cm3/g 


Das spezif. Volumen hangt allerdings noch von der Konzentration des im | 
System anwesenden Np selbst ab und sollte auf unendliche Verdiinnung (partielles 
spez f. Volumen) korrigiert werden. Es stand jedoch nicht geniigend Material zur 
Verfiigung. q 

Die Konzentration wurde in allen Versuchen auf 18 mg Np/em® gehalten. 
Das spezif. Volumen des Np hangt bei konstantem py, konstanter Temperatur 
und Konzentration noch von der Ionenstirke ab: 


Spezif. Vol. cm?/mg 0,6947  0,8042 0,7025 00,6963 0,7462 
°%/ NaCl 0,0(H,0) 2.5 50 10,0 33,0 
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Wahrscheinlich quillt es zunachst bei ganz niedriger Ionenstarke, geht bei 
héheren [onenstarken langsam in Lésung, wobei das spezif. Volumen abnimmt, um 
bei 10°, NaCl — dem Gebiet der maximalen Léslichkeit des Np — ein Minimum zu 
erreichen. 

Bei noch héheren Ionenstirken wird das Protamin ausgesalzen. Bei der 
Trennung von Nucleinséure und Protamin wird eine neue Phase ausgebildet. Die 
Summe der spezif. Volumina der Komponenten ist héher als das spezif. Volumen 
des Komplexes. 


Berechnung des Volumens eines Np-Molekiils 


In dest. Wasser nimmt 1 g Np ein Volumen von 0,6947 cm? ein?® 16, ] Mol 
Np — gleich 1,3-10° g — beansprucht einen Raum von 


Vs (Np, M, H,O) = 903 110 cm; 


Ly = 6,06: 10% Molekiile/Mol. 


Somit entfallt auf 1 Molekiil Nucleoprotamin in Wasser bei einer Np-Konzen- 
tration von 18 mg/cm’, py 6,5, 259 ein Volumen von 


Vs (M) = 1,4903- 10-18 cm3/Molekiil = 1500 my*/Molekiil. 


dem entsprechen: 


Bestimmung der Zahl der Nucleoprotaminmolekiile im Zellkern 


Unter der Annahme, daB ein Zellkern eines Heringsspermiums in dest. 
Wasser einen Rauminhalt von 


Vx = 74° habe, ergeben sich 
Nx = 4700000 Nucleoprotaminmolekiile/Zellkern. 


Dieser Wert stimmt mit dem auf Grund der chemischen Analyse berechneten 
gut iiberein. 


Darstellung hochpolymerer DNS aus Stierhoden, 
gemeinsam mit H. Fischer 


400 g gefrorenes, vom Tree befreites Organ wurden zerkleinert und 
im Starmix zu je 200 g mit % 2 emo Kochsalzlésung von 70°, der 5% NaF 
zugesetzt waren, tibergossen und homogenisiert. Die homogene Mischung wurde 
noch % Stde. bei 65—70° Innentemperatur auf dem Wasserbad digeriert, bis das 
EiweiB koagulierte!’. Die Mischung gossen wir auf ein groBes Faltenfilter und 
stellten sie iber Nacht in den Eisschrank. Das wasserklare Filtrat wurde portions- 
weise je in das zwei- bis dreifache Volumen 70-proz. Alkohols gegossen. Die ge- 
fallte hochpolymere DNS lieB sich um einen Glasstab wickeln. Sie war nahezu 
eiweiBfrei. Um den letzten Rest Eiwei8 zu entfernen, lésten wir sie in fast gesatt. 
Kochsalzlésung vollstandig auf, mischten sie nach Sevag!*® mit Chloroform und 
Octanol im Volumenverhiltnis 1:1:1/, im Starmix gut durch und zentrifugierten 
sie anschlieBend ab. Das Eiwei8 schied sich an der Phasengrenzfliche zwischen 
der wiBr. Lésung und der Chloroformschicht ab. Die DNS-Lésung wurde 6mal 
ausgeschiittelt, anschlieBend filtriert und gegen Wasser dialysiert. In 70-proz. 
Alkohol lieB sie sich wieder in Fasern ausfallen. Sie wurde mit Alkohol-Ather 
gewaschen und schlieBlich i. Vak. getrocknet. Insgesamt wurden 200 mg reiner 
DNS gewonnen. 


15 K. Felix, Amer. Scientist 48, 431 [1955]. 
. . K. Felix, H. Fischer u. A. Krekels, Advances in Biophysics, 1955, im 
ruc 
7 J.P. Greenstein, E. C. Charter u. H. W.Chalkley, Cold Spring Harbor 
Sympos. quantitat. Biol. XII, 91 [1947]. 
18H. G. Sevag, Biochem. Z. 278, 419 [1934]. 
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Totalhydrolyse des DNS-Praparates 

5 mg Desoxyribonucleat wurden mit 3 cm* 6-n. HCl bei 120° 20 Stdn. hydroly. 
siert. Das Hydrolysat wurde zur Trockene eingedampft, der Riickstand in 5 cm! 
Wasser aufgenommen. 30 mm* davon wurden zweidimensional in n-Butanol. 
Eisessig/Phenol-Wasser chromatographiert und mit Ninhydrin entwickelt. Nur 
Glykokoll, ein Abbauprodukt der Purine, wurde nachgewiesen. Die Biuretreaktion 
war ebenfalls negativ. 

Die DNS enthielt auf 100 Atome Phosphor an Basen: Adenin 27, Thymin 28, 
Guanin 21 und Cytosin 17 Molekiile. 


Zusammenfassung 


In den DNS der Spermatozoen von Regenbogenforelle, Bach- 
forelle, Bachsaibling, Lachs, Stér und Hering wurden die Purin- und 
Pyrimidinbasen quantitativ bestimmt. Es wurde kein wesentlicher 
Unterschied gegeniiber anderen tierischen DNS-Praparaten gefunden. 

Methyleytosin konnte in den DNS von Regenbogenforelle und 
Bachsaibling qualitativ nachgewiesen, in der DNS des Herings quanti- 
tativ bestimmt werden. : : 

Berechnet man die molare Konzentration der Basen auf 100 Atome 
Phosphor, so findet man einen leichten Uberschu8 an Phosphorsiiure, 
der auch bei dem Verhaltnis Phosphor/Arginin in den Nucleoprotaminen 
festgestellt wurde. 

Mit chemischen und physikalischen Methoden wurde ermittelt, da8 
ein einzelnet Spermatozoenkern ungefahr 5 x 10° Molekiile DNS enthiit. 


Ss 


Summary 


The purine and pyrimidine bases in the DNA of spermatazoa of the 
rainbow trout, brook trout, brook char, salmon, sturgeon and herring, | 
have been determined quantitatively. No essential differences were | 
found between these and other animal DNA preparations. ; 

Methylcytosine was detected qualitatively in DNA from the rainbow 
trout and brook char and was determined quantitatively in DNA from 
the herring. 

If the molar concentrations of the bases are calculated on the basis 
of 100 atoms of phosphorus a slight excess of phosphoric acid is found. 
This was also established for the ratio of phosphorus to arginine in the 
nucleoprotamines. It was shown by means of chemical and physical | 
methods that a single spermatozoa nucleus contains approximately | 
5 x 10® molecules of DNA. : 
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Respiratorische Gebundenheit 


der iiber die Zellmembran erfolgenden protoplasmatischen 
Phosphatversorgung 


Von 


F. Windisch, W. Nordheim und W. Heumann 


Aus dem Institut fiir Medizin und Biologie der Deutschen Akademie der Wi haften zu Berlin, 
Abteilung Krebsforschung/Mikrobiologie (Leiter: Prof. Dr. F. Windisch) 





(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Oktober 1955) 


In einer vorangehenden Verdffentlichung haben F. Windisch. 
E.Herfurt und G. Riihle! den Effekt der phosphatischen Uber- 
kompensation, der bei der P-Regenerierung von phosphatarm geziich- 
teten Hefezellen markant in Erscheinung tritt?, mit dem der Phospho- 
rylierungshemmung durch 2.4-Dinitrophenol (DNP)* kombiniert. Hier- 
bei ergab sich sowohl durch cytochromatischen* wie auch durch chemi- 
schen Nachweis, daB kein Phosphat vom Substrat ins Zellinnere einzu- 
dringen vermag, wenn der Phosphatacceptor ADP durch die antimeta- 
bolytische Wirkung von DNP blockiert ist. DaB nicht die Zellpermeabi- 
litat durch die DNP-Applikation alteriert wird, geht daraus hervor, daB 
der intrazellulare Zuckerabbau (Garung und Oxydation), wie von R. D. 
Hotchkiss5, C. E. Clifton®, W. F. Loomis und F. Lipmann’ sowie 
von F. Windisch, W. Heumann und Chr. Goslich® nachgewiesen 
wurde, unter den Bedingungen der antimetabolytisch induzierten Zyto- 
stase ungehindert weiter vonstatten geht. Sonach sprechen bis hierhin 
unsere histochemischen Versuchsergebnisse mit aller Deutlichkeit dafiir, 
da8 die zellulare Phosphataufnahme via Zellmembran nicht durch einen 
einfachen Diffusionsvorgang erklirt werden kann, sondern irgendwie 
mit Phosphorylierungsreaktionen (z. B. mit dem System ADP = ATP) 
verkniipft sein muB, welche Anschauung bereits von K. Lang® ge- 
iuert und von H. Holzer!® auf Grund eingehender Studien iiber die 
Phosphatpenetration bei Hefen vertreten wurde. 


1 F. Windisch, E. Herfurt u. G. Riihle, Z. Naturforsch. 16b, 254 [1955]. 
“ rs F. Windisch, St. Hinkelmann u. D. Stierand, Experientia [Basel] 11, 
307 [1955]. 

3M. J. Pickett u. C. E. Clifton, Proc. Soc. exp. Bicl. Med. 46, 443 [1941]. 

4 Gemeinschaftsarbeit von F..Windisch u. D. Stierand sowie von 
H.Haehn, Protoplasma 42, 346 [1953]. 

> R. D. Hotchkiss, Advances in Enzymol. 4, 153 [1944]. 

° C. E. Clifton, Advances in Enzymol. 6, 269 [1946]. 

‘ W. F. Loomis u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 173, 807 [1948]. 

8 F, Windisch, W. Heumann u. Chr. Goslich, Biol. Zbl. 74, 646 [1955]. 

Ay" Lang, Der intermediire Stoffwechsel, Springer-Verlag Berlin 1952, und 
zwar 8. 47. 

1 H. Holzer, Biochem. Z. 324, 144 [1953]. 
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Unberiicksichtigt geblieben ist dabei bisher die energetische } rage, 
die fiir die Aufklarung des phosphorvlierenden Membranmechan smys 
bei der protoplasmatischen Phosphatversorgung ein entscheidendeg 
Kriterium abgibt. Bekanntlich stellt jede Art der enzymatischen ‘ber. 
fiihrung von anorganischem Phosphat in organische Bindung, wie sie 
auch beim phosphorylierenden P-Transport durch die Zellmembran 
nicht anders angenommen werden kann, einen endergonischen Proze 
dar, dessen gekoppelte energieliefernde Reaktion, sofern sie obligat 
sauerstoffgebunden ist, sich ergonometrisch erfassen ‘und auf diese \Veise 
dem Experiment zuginglich machen laBt. 

Im Anoxybioseversuch gelang es uns dementsprechend, mit der 
histochemischen Testschirfe der M-T-Methode (Doppelfirbung mittels 
Methylenblau und Trypaflavin bei zweifacher Siuredifferenzierung) den 
gesicherten Nachweis zu fiihren, da der Phosphattransport durch die 
Zellmembran respiratorisch abhingig und somit den gleichen ener. 
getischen Bedingungen unterworfen ist wie der Proliferationsakt, der 
ebenfalls nicht ohne die Mitwirkung von Sauerstoff vor sich gehen kann", 
Der Phosphatwechsel vom Medium ins Zellinnere vollzieht sich also, 
wie die DNP-Hemmungs- und Anoxybioseversuche kombinatorisch er. 
geben haben, nach dem Prinzip der ox ydativen Phosphorylierung 
In einer-friiheren Arbeit}? konnten wir bereits auf Grund anoxybiotischer 
Prizisionsmessungen klarstellen, dafi die photosensibilisierende Wirkung 
fluorescierender cancerogener Kohlenwasserstoffe auf Hefezellen unter 
der Einwirkung von UV-Bestrahlung nur bei Luftzutritt manifest wind 


(Abtétung in kurzer Zeit), anaerob dagegen fast vollstindig inhibiert ist 


Methodik 


Den Untersuchungsgang legen wir am Beispiel der nichtgarenden Torulopsis. © 
Hefe Stamm §S dar. Die ermittelten und eindeutig auswertbaren analytischen © 
Daten kénnen, sofern nicht noch Abweichungen bei weiteren statistischen Er. 
hebungen festgestellt werden, als charakteristisch fiir alle ausschlieBlich atmenden 
Organismenzellen gelten. 


A. Gewinnung und Vorbereitung des Zellmaterials 

Die als biologisches Testobjekt dienende J'orulopsis, Stamm §S, die wir aus der 
Natur isolierten und in Reinkultur brachten, zeigte mikroskopisch eine kreisrun¢é 
Zellform und die typischen Glhaltigen Polkérperchen im Plasma. Durch makro / 
methodische Messung stellten wir einen Q,) von 42,8 und einen @ —Qo, von 458 7 
fest!*, woraus sich ein RQ von 1,07 errechnet. Es handelt sich demnach bei det | 
vorliegenden Hefespezies um einen ausschlieBlich atmenden Organismus. 
Zwecks Versuchsvornahme wurde die J'orulopsis-Hefe von der Stammkultu | 
abgeimpft und in drei Passagen unter steriler Beliiftung sowie starker Riihruy 


11 W. Schmid, Z. Naturforsch. 7b, 217 [1952]; F. Windisch, W. Heumani} 
u. Chr. Goslich, ebenda &b, 305 [1953]; Biol. Zbl. 74, 646 [1955]. 

12 Gemeinschaftsarbeit von F. Windisch u. W. Heumann sowie ‘0 
H. Kriegel u. A. Graffi, Z. Naturforsch. 8b, 673 [1953]. 

%3 Zur Nomenklatur siehe F. Windisch, H. Haehn u. W. Heumann, J. 
Naturforsch. 8b. 463 [1953], und zwar S. 464/466. 
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phosphatarm hergefiihrt. Als Nahrlésung hierfiir verwendeten wir ein synthetisches 
Substrat, dessen Zusammensetzung friiher! angegeben wurde. Ernte, Nach- 
behandlung und biologische Kontrolle erfolgte in iiblicher und ausfiihrlich be- 
schriebener Weise!5, Selbstverstandlich wurde die P-Hungerhefe nicht mit 
KH,PO,-, sondern mit physiologischer NaCl-Lésung nachgewaschen. 


B. Systematik des Arbeitsganges 


Die abgepreBte, phosphatarm geziichtete J’orulopsis-Hefe wurde in sterilem 
Leitungswasser suspendiert und alsdann zu gleichen Anteilen auf die einzelnen 
Versuchskolben verteilt. Zur Regenerierung der P-verarmten Hefe benutzten wir 
entweder 10,5-proz. Malzwiirze (0,2—0,3% P) oder eine wiBr. Lésung von pri- 
marem Kaliumphosphat vom pq’5,2, deren Phosphorgehalt etwa dem der Wiirze 
entsprach. 

Mie aeroben P-Regenerierungs-Versuche nahmen wir in gewoéhnlichen Erlen- 
meyerkolben mit sterilem Zellstoffverschlu8 vor. Nach einer Einwirkungsdauer 
von 3 bzw. 24 Stdn. wurde das Zellgut abzentrifugiert, gewaschen und analysiert. 
Die anaerobe P-Applikation fiihrten wir methodisch in der gleichen Weise durch, 
jedoch verwendeten wir hierbei an Stelle von Erlenmeyerkolben spezielle Kultur- 
gefaBe, die sich bereits anderweitig bei der anoxybiotischen Passagenziichtung 
bewahrt hatten1*, Als inertes Gas diente Reinstickstoff, den wir herstellten, indem 
wir Gliihlampenstickstoff durch eine CrCl,-Lésung schickten, wobei der Sauerstoff- 
gehalt nach Messungen im Tédtschen Laboratorium (Bundesinstalt fiir Material- 
und Werkstoffpriifung, Berlin-Dahlem) unter 10-*% absinkt. Mit dem gleichen 
Gas wurde auch die Hefesuspension vor dem anaeroben Uberimpfen in die Ansatz- 
kolben desoxygenisiert. 

Ein besonderes Problem stellte die sauerstofffreie Separierung des anaerob 
mit Phosphat inkubierten Hefegutes dar. Zu diesem Zweck konstruierten wir ein 
spezielles Zentrifugenglas (Abb. 1), dessen Hahnschaltsystem (3-und 4) es ermég- 
licht, genau so exakt desoxygen zu operieren (galvanometrischer Sauerstofftest !) 
wie mit der zuvor von uns entwickelten Anoxybiose-Apparatur?!’. 





Abb. 1. Spezialzentrifugenglas fiir 
anaerobe Separationen. 
1: Zentrifugenglas, 2: Gummistopfen, 
3:Zweiwegehahn mit angeschmolzenem 
Gaseinleitungsrohr, 4: Durchgangshahn 
zur Gasableitung. 
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4). cl, S. 256. 

15 Gemeinschaftsarbeit von F. Windisch, W. Heumann u. Chr. Goslich 
sowie von F, Tédt u. G. Teske, Biochem. Z. 328, 192 [1952]. 

16 ¥. Windisch, W. Heumann u. Chr. Goslich, Z. Naturforsch. 8b, 305 
[1953], und zwar S. 306/307. 

’ F. Windisch, H. Haehn u. W.Heumann, Arch. Geschwulstforsch. 
6, 64 [1953], und zwar S. 69/74. 
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Die Analysierung gliedert sich in zwei Teile, in die cytochromatische und die 
chemische. Der cytochromatische Test wurde mit Hilfe der von uns ausgearbeiteten 
M-T-Methode?* vorgenommen, durch welche die Zellphosphate in genereller Weise 
spezifisch erfaBt werden. Die chemische Phosphatbestimmung erfolgte nach der 
itiblichen kolorimetrischen Mikromethode (s. Arrhenius). 


C. Analytische Versuchsdaten 


In den entscheidenden Versuchsstadien wurden Mikrofarbaufnahmen an. 
gefertigt, die wir hier zunachst als SchwarzweiB-Reproduktionen bringen (Abb, 2 
bis 5). 


Normal geziichtete Torulopsis, Stamm 8, M-T-gefarbt (60 A). 600-fache 
VergréBerung. 
Phosphatarm geziichtete Torulopsis, Stamm 8S, M-T-gefarbt (0). 600-fache 
VergroBerung. 
Torulopsis, Stamm S, nach 3-stdg. aerober P-Regenerierung, M-T-gefarbt 
(99 B/C). 600-fache VergréBerung. 
Torulopsis, Stamm S, nach 3-stdg. anaerober P-Applikation, M-T-ge. 
farbt (0). 600-fache VergréRerung. 


Abb. 2 veranschaulicht die normale Ausgangshefe (Torulopsis, Stamm §), 
welche aus einer normalen Wiirzeziichtung gewonnen ist und bei der M-T-Reaktion, 
wie ersichtlich, einzelne scharf abgegrenzte Granula (im Original sattgriin) auf 
farblosem Plasmagrund ergibt. Bei der gleichen Hefe fallt jedoch nach einer 
P-Hungerziichtung iiber drei Passagen der M-T-Test vollkommen negativ aw 
(Abb. 3). Nach deren 3-stdg. aerober P-Regenerierung in Wiirze tritt der Effekt 
der phosphatischen Uberkompensation drastisch in Erscheinung (Abb. 4). Dagegen 
zeigt das Praparat unter anaeroben Bedingungen der P-Inkubation keinerlei 


18 Gemeinschaftsarbeit von F. Windisch u. D. Stierand sowie von 
H. Haehn, Protoplasma 42, 346 [1953], und zwar 8S. 350/352. 
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Farbung (Abb. 5), woraus zu ersehen ist, daB anaerob kein phosphorylierender 
p-Austausch iiber die Zellmembran stattgefunden hat. 

In Tab. 1 ist die halbquantitative Auswertung der Farbungsergebnisse in 
folgender Schliisselung vorgenommen: 

«) Anzahl der Zellen mit gefarbten Granula; Angabe in %. 

6) Umfang der Farbung: A = gering, B = mittel, C = stark. 

y) Intensitét der Farbung: a = schwach, b = mittel, c = stark. 


Sind Umfang bzw. Intensitat unterschiedlich, so ist ,,von .... bis‘‘ angegeben, 
2. B. A/C oder B/C; herrscht eine Gruppe vor, so ist dies durch Fettdruck des 
entsprechenden Buchstabens kenntlich gemacht, z. B. A/B oder b/e. 

Zur Kontrolle und Sicherung der histochemischen Dokumentation sind mikro- 
chemische Phosphoranalysen durchgefiihrt worden, deren Ergebnisse Spalte 4 der 
Tab. 1 zeigt. Alle Zahlenangaben stellen das arithmetische Mittel aus einer Reihe 
von Versuchen dar. 


Tab. 1. Cytochromatische und chemische Analysenwerte der phosphatarm ge- 
ziichteten Z'orulopsis-Hefe, Stamm S, im geernteten Zustand sowie nach aerober 
bzw. anaerober P-Applikation. 


Ein- , 

, : Pje 
Basis der Hefe- Art der wirkungs-| “87 J : 
Untersuchung P-Einwirkung | dauer a M-T-Farbwerte 
in Stdn. ; 
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D. Sichtung der Tabellenwerte 


Aus Tab. 1 ist zu entnehmen, daB die als biotypisch herausgestellte, phosphat- 
arm geziichtete Testhefe (Z’orulopsis, Stamm S) 4,2 ug P je mg Hefe-Trs. enthalt 
und dabei eine negative M-T-Reaktion ergibt. Im P-Regenerierungs-Versuch 
tritt bei aerober P-Applikation — nach 3- bzw. 24-stdg. EKinwirkungsdauer — 
der Effekt der phosphatischen Uherkompensation besonders markant in Er- 
scheinung, wohingegen unter anaeroben, aber sonst gleichen experimentellen 
Bedingungen die M-T-Farbung ganzlich ausbleibt. Die mit den Tinktionsergeb- 
nissen gut iibereinstimmenden chemisch-analytischen Daten zeigen eindeutig, daB 
die Phosphataufnahme bei rein atmenden Zellen in der Anoxybiose inhibiert ist. 
woraus sich physiologisch ableitet, daB die substratielle Phosphatversorgung der 
Aerobionten, die iiber die Zellmembran fiihrt, obligat an die Mitwirkung von 
Sauerstoff gebunden ist. 
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Besprechung der Ergebnisse 


Am vorstehenden Beispiel der nichtgirenden Torulopsis-Hefe, 
Stamm §, die in Zucker-Phosphatlésung einen RQ ~ 1 besitzt, konnten 
wir auf verhiltnismaBig einfache Weise und mit sicher reproduzierbarem 
Ergebnis dartun, daB der iiber die Zellmembran verlaufende Phos»hat- 
wechsel zwischen Nihrmedium und Plasma obligat sauerstoffgebunden, 
also mit der Zellatmung untrennbar gekoppelt ist. Unter anaeroben 
Bedingungen nimmt die rein atmende Organismenzelle kein Phosphat 
von auBen in sich auf, selbst dann nicht, wenn eine P-Hungerziichitung 
vorangegangen ist, auf die bei aerober P-Regenerierung nachgewiesener. 
mafen* eine phosphatische Uberkompensation folgt. Im Zustand des 
protoplasmatischen Phosphormangels tritt die respiratorische Abhingig. 
keit der zellularen Phosphataufnahme besonders sinnfallig in Er. 
scheinung. 

Weit komplizierter liegen die Verhiltnisse, wenn wir es mit aerob 
girenden Zellen zu tun haben, d. h. also mikrobiologisch gesehen, mit 
jener Kategorie von Organismen, welche unter normalem aeroben 
Sauerstoff-Partialdruck sowohl giren als auch gleichzeitig atmen. Unter- 
wirft man diese ,,Gaérungszellen“ der P-Hungerziichtung und bringt sie 
danach unter Ausschlu8 von Sauerstoff in regenerierende Phosphat- 
lésung, so tritt nachweislich Phosphor — trotz Einhaltung strengster 
anaerober Versuchsbedingungen — vom Medium ins Plasma iiber. Das 
scheinbar abweichende Ergebnis kénnte leicht zu dem TrugschluB ver. 
leiten, daB durch die Girung der Anaerobionten die Energie geliefert 
wird, welche — in Reaktionskoppelung — die endergonisch gebundene 
Phosphatversorgung der Zelle erméglicht. DaB® diese Annahme nicht 
zutrifft, werden wir auf Grund von instruktiven Experimenten in einer 
gesonderten Arbeit deduzieren. 

In den ,,Girungszellen“ bildet sich, wie wir erstmalig bei der 
Durchfiihrung von Anoxybioseziichtungen feststellen konnten!®, eine 
oxydative Energiereserve aus. Diese speist in der Anoxybiose nicht § 
nur die partiell sich fortsetzende Proliferation, sondern erhalt auch beim 
Fehlen von Sauerstoff den P-transferierenden Phosphorylierungsprozeb 
in der Zellmembran aufrecht. Sobald aber die oxydative Energiereserve 
durch anabiotische Ziichtung in den ,,Giarungszellen“ aufgebraucht ist, 
vermégen diese unter anaeroben Verhiiltnissen kein Phosphat mehr von 
auBen in sich aufzunehmen, obgleich sie sich in starker Gérung befinden, 
wie die gasvolumetrischen und iithanolischen Bestimmungen ergeben 
haben. Umgekehrt erlangen die urspriinglich rein atmenden Torulopsis. 
Hefen die Befahigung, anaerob Phosphat aus dem Medium ins Plasma 
zu transferieren, wenn sie durch zymagene Umziichtung aerob giirend 
(irreversibler Vorgang) geworden sind”. In der Anabiose jedoch biiBen 


19 ]. ¢.16, und zwar S. 308/309; |. c.1’, und zwar S. 73/76. 
20 F. Hayduck u. H. Haebn, Biochem. Z. 128, 567 [1922]; 1. c.18, und zwar 


S. 465/469. 
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auch sie wieder ihr anaerobes Phosphorylierungsvermégen ein, solange 
die desoxygene Zytostase andauert, also oxydative Energiereserve fehlt. 
Die ergonische Unwirksamkeit der Garung (Zellvermehrung, Phospho- 
rylierung) stellt die Entstehung von Garungs-ATP und damit die 
Richtigkeit des Garungsschemas in seiner bestehenden Form?! in Frage, 
woriiber wir uns an anderer Stelle® bereits ausfiihrlicher geiuBert haben. 

Mit der Méglichkeit, die anaerobe Phosphataufnahme chromo- 
analytisch zu erfassen, verfiigen wir zugleich iiber einen geeigneten Test, 
um die Bedingungen der Entstehung und Akkumulation von oxydativer 
Energiereserve in den ,,Garungszellen“ plasmogenetisch naher zu er- 
griinden. 


Zusammenfassung 


Durch Anoxybiosetest wurde chromo- und chemoanalytisch nach- 
gewiesen, da bei rein atmenden Organismenzellen (RQ ~ 1) der Phos- 
phatwechsel zwischen Nahrmedium und Zeilplasma obligat sauerstoff- 
gebunden, also mit der Zellatmung untrennbar gekoppelt ist. Unter 
anaeroben Bedingungen vermag kein Phosphat vom Substrat in das 
Zellinnere einzudringen, auch dann nicht, wenn das Phosphatbediirfnis 
der Bionten durch P-Hungerziichtung stimuliert ist. Aerob dagegen 
tritt im P-Regenerierungsstadium nach vorangegangener phosphorarmer 
Aufzucht sogar eine phosphatische Uberkompensation ein, wodurch sich 
die kontrastierenden Effekte der Oxy- und Anoxybiose histochemisch 
besonders markant abzeichnen. 

In Kombination mit der scharf profilierenden M-T-Reaktion bei 
P-Mangelernihrung der Zelle stellten wir bereits anlaBlich friiherer 
Untersuchungen fest, da8 die protoplasmatische Phosphatversorgung, 
die vom Medium iiber die Zellmembran fiihrt, unter der phosphory- 
lierungshemmenden Wirkung von DNP blockiert wird, woraus wir fol- 
gerten, daB der Phosphatwechsel via Zellmembran nicht einfach als 
Diffusionsproze8 erklirt werden kann, sondern mit Phosphorylierungs- 
vorgingen verkniipft sein muB. DaB hierfiir auch die energetischen Vor- 
aussetzungen erfiillt sind, geht aus dem vorliegend erbrachten Befund 
hervor, da8 der Phosphattransport iiber die Zellmembran respirato- 
risch gekoppelt ist. Damit kann aber zugleich auch als experimentell 
gesichert gelten, daB es sich bei dem P-transferierenden Membranmecha- 
nismus um einen oxydativen PhosphorylierungsprozeB handelt. 


Summary 


It has been demonstrated by means of anoxybiosis and using cyto- 
chromatic and analytical methods that the phosphate transfer between 
culture medium and cell plasma in the case of pure respiring organism 
cells (RQ ~ 1) necessarily involves oxygen and is therefore inseparably 
linked with the cell respiration. Under anaerobic conditions phosphate 


*! O. Meyerhcf, Experientia [Basel] 4, 169 [1948]. 
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is unable to penetrate from the substrate into the interior of the eel] 
even when the phosphate requirement of the organisms is stimulated by 
phosphorus-deficient culture. Under aerobic conditions, on the other 
hand, a phosphatic over-compensation appears in the phosphorus rege. 
neration phase after previous phosphorus-deficient culture. As a con. 
sequence the contrasting effects of the oxybiosis and anoxybiosis mani. 
fest themselves very strongly in the histochemical tests. 

In previous experiments using the sharply defined M-T reaction it 
was shown that, in the case of phosphorus-deficient culture of the cells, 
the protoplasmic phosphate supply which proceeds from the medium 
across the cell membrane is blocked by DNP which inhibits phos. 
phorylation. It was concluded from this that the phosphate transfer 
across the cell membrane cannot be explained simply as a diffusion 
process but must involve phosphorylation. The present investigation 
has shown that the phosphate transfer across the cell membrane is 
linked with the respiration which indicates that the energy conditions 
for such a process are satisfied. The experimental results further point 
to the conclusion that the membrane mechanism of phosphate transfer 
involves a oxidative phosphorylation process. 
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Zinkgehalt und blutzuckersteigernde Wirkung 


von Organextrakten 
Von 


Giinther Weitzel*, Ursula Roester, Eckhart Buddecke und Franz-Josef Strecker 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, 
Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. November 1955) 


In einer friiheren Arbeit konnten wir! zeigen, daB& zwischen dem 
initialen Blutzuckeranstieg (= Glukagoneffekt) und dem Zinkgehalt 
kristallinischer Insulinpriparate Zusammenhinge bestehen. Mit Hilfe 
geeigneter Methodik gelang es uns u. a., glukagonwirksames, kristalli- 
siertes Insulin in reines, nur noch blutzuckersenkendes Insulin und einen 
nur noch blutzuckersteigernden Anteil Zn-R zu zerlegen. Der letztere 
wirkte herab bis zu 1 y/kg i. v. am Kaninchen blutzuckersteigernd!. Es 
handelt sich dabei ohne Zweifel um dieselbe Substanz, iiber deren 
Reinigung und Kristallisation zu gleicher Zeit (1953) Staub, Sinn und 
Behrens* berichteten und iiber die sie vor kurzem® nahere Einzel- 
heiten mitteilten. 

Der Zinkreichtum der Langerhansschen Inseln, den wir* an Hand 
der isolierten Inselorgane von Knochenfischen erstmalig quantitativ 
bestimmen konnten, kommt offenbar nicht nur den insulinproduzieren- 
den B-Zellen zu. Nach den Untersuchungen von Wolff und Ringleb® 
sowie von Ferner® enthalten auch die A-Zellen, die als Produktions- 
stiitten des blutzuckersteigernden Faktors gelten, reichlich Zink, bei 
manchen Tierarten sogar mehr als die B-Zellen. Dadurch erhob sich die 
Frage, ob die an kristallisierten Insulinpriparaten (s. 0.) gefundene 
Zinkaffinitaét des blutzuckersteigernden Faktors bereits von 
Beginn der Pankreasaufarbeitung an nachweisbar ist. Wir befassen uns 
daher in der vorliegenden Arbeit einerseits mit der Frage, inwieweit bei 
den verschiedenen Stufen der Pankreasaufarbeitung bis zur Gewinnung 


* Jetzige Anschrift: GieBen, Friedrichstr. 24, Physiol.-chemisches Institut 
der Justus-Liebig-Hochschule. 

1G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff, F.-J. Strecker u. U. Roester, diese Z. 
298, 190 [1953]. 
r1053} A. Staub, L.Sinn u. O.K. Behrens, Science [Washington] 117, 628 

53]. 

3 A. Staub, L. Sinn u. O. K. Behrens, J. biol. Chemistry 214, 619 [1955]. 

4G. Weitzel, F.-J. Strecker, U. Roester, A.-M. Fretzdorff u. E. Bud- 
decke, diese Z. 295, 83 [1953]. 

° H. Wolff u. D. Ringleb, Z. ges. exp. Med. 124, 236 [1954]. 

* H. Ferner, Z. Zellforsch. mikroskop. Anatom., im Druck. 
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kristallisierten Insulins Zusammenhiange zwischen Zink und blutzvucker. 
steigerndem Faktor erkennbar sind. 

Andererseits liegen verschiedene Hinweise und Vermutungen vor, 
wonach die Produktion blutzuckersteigender Faktoren nicht auf das 
Pankreas beschrinkt sei. Sutherland und de Duve?’ stellten blut. 
zuckersteigernde Effekte auch bei Extrakten aus Magen- und Darm. 
schleimhaut fest, wobei histologisch auf die Ahnlichkeit der argyro. 
philen A-Zellen des Pankreas mit entsprechenden Zellen der Magen. 
darmschleimhaut hingewiesen wird. Feyrter® vermutet, da8 die in der 
Prostata reichlich vorhandenen argyrophilen hellen Zellen einen hyper. 
glykimisch-glykogenolytischen Faktor nach Art des Glukagon bereiten 
kénnten, da auch diese Zellen histologisch den A-Zellen des Parikreas 
sehr ahnlich sind. Auch die aus argyrophilen Zellen bestehenden Car. 
cinoid-Tumoren kénnten, wie Weissberg und Schafer® in Betracht 


ziehen, méglicherweise Produktionsstitten eines blutzuckersteigernden E 


Faktors sein. Wir befassen uns daher in der vorliegenden Arbeit neben 
den Untersuchungen an Pankreasextrakten auch mit der Frage még. 


licher Zusammenhiinge zwischen dem Zinkgehalt der eben genannten : 
nicht-pankreatischen Organe und etwaiger darin enthaltener blutzucker. 7 


steigernder Wirkstoffe. 
: Methodik 


Zinkbestimmungen nach unserer 1953!° beschriebenen Methode. Dabei 


wird die Substanz feucht verascht, das Zink mit Dithizon/CCl, ausgeschiittelt, ~ 
die Zink-Dithizon-Verbindung wiederum verascht und in Tartratpuffer polar. 7 


graphiert. 


Organextrakte: Herstellung nach dem I. c.*, S. 104, beschriebenen Verfah- | 


ren, wenn nichts anderes im Text vermerkt ist. 


Ergebnisse 
A. Pankreas 


Zinkgehalt vor und nach saurer Extraktion 


Auf Grund unserer Zinkbestimmungen an isolierten Inselorganen ~ 
von Knochenfischen* gehéren die Inseln zu den zinkreichen | 


Organen. Ihr Zinkgehalt liegt im Bereich von rund _100—1000 y Zink 


pro 1 g Frisch- bzw. 500—5000 y Zink pro 1 g Trockengewebe, wiihrend | 
das exokrine Pankreas mit 20—30 y Zink pro 1 g Frischgewicht keine | 
auBergewohnlichen Zinkmengen enthilt. Beim Saiugetierpankreas ent- | 
fallen auf das Inselgewebe nur etwa 2—3°, des Gesamtorgans, so dab } 
auch ein sehr hoher Zinkgehalt des endokrinen Anteils durch die Masse 


des exokrinen Gewebes praktisch véllig verschleiert wird. Infolgedessen 


7 E. W. Sutherland u. Ch.de Duve, J. biol. Chemistry 175, 663 [1948). 
8 F.Feyrter, Uber die peripheren endokrinen (parakrinen) Driisen des | 
Menschen. Wien 1953, 2. Aufl., S. 141. ; 
®* H. Weissberg u. G. Schafer, Amer. J. clin. Pathol. 22, 1169 [1952]. 

19 G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 292, 212 [1953]. 
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findet man fiir Saéugetierpankreas nur sehr selten Zinkwerte, welche 
die Grenze zum zinkreichen Gewebe iiberschreiten, die man mit rund 
50y Zink pro 1 g Frisch- bzw. 250 y Zink pro 1 g Trockengewebe an- 
setzen kann. 


Tab. 1 gibt eine Ubersicht iiber die im Pankreas von Rind, Kalb, 
Pferd, Schaf, Hund, Katze, Schwein, Huhn und Mensch von uns ge- 
fundenen Zinkmengen, wobei jeweils Mittelwerte und Schwankungs- 
breite von je 9—12 Einzelanalysen angegeben sind. Die Mittelwerte 
liegen simtlich im normalen Bereich nicht zinkreicher Gewebe, bei- 
spielsweise zwischen 24 und 43 y Zink pro 1g Frisch-Pankreas, und 
lassen, den anatomischen Verhiltnissen entsprechend, das Vorhanden- 
sein des zinkreichen Inselgewebes innerhalb des Gesamtorgans nicht 
erkennen. Bei den einzelnen, in Tab. 1 angefiihrten Siugetierarten findet 
man, etwa zwischen Herbivoren und Carnivoren, keine Unterschiede im 
Zinkgehalt des Pankreas. Ebensowenig konnten wir beim Vergleich 
der in verschiedenen Pankreas-Teilen (Caput, Corpus, Cauda) er- 
mittelten Zinkmengen signifikante Unterschiede feststellen. Auch 
menschliches Pankreas macht hiervon keine Ausnahme; der von uns 
erhaltene Mittelwert von 39,5 y Zink pro 1g Frischgewebe steht in 
bester Ubereinstimmung mit den Angaben von Eisenbrand und 
Sienz', welche mit andersartiger analytischer Methodik als Durch- 
schnittswert von 53 menschlichen Pankreasdriisen einen Zinkgehalt von 
30,6 y Zink pro 1 g fettfreie Driise fanden. 

Tab. 1 enthalt u. a. 3 Einzelanalysen von fétalem Kalbspankreas. 
Bei Bezugnahme auf 1g Frischgewebe liegen dessen Zinkwerte in 
gleicher Héhe wie diejenigen vom erwachsenem Rind und vom Kalb. 
Bezogen auf 1g Trockengewebe erhilt man jedoch Werte, die die- 
jenigen aller in Tab. 1 genannten erwachsenen Siiugetiere weit iiber- 
schreiten und die fiir einen besonderen Zinkreichtum des fétalen 
Pankreas sprechen. Noch deutlicher machten wir diese Beobachtung 
bei 5 neugeborenen Hunden, die als Zinkgehalt pro 1 g Frischpankreas 
(in Klammern pro 1g Trockenpankreas) folgende Werte aufwiesen: 
65 (361), 73 (387), 79 (486), 105 (636) und 145 (776) y Zink. Nimmt man. 
wie erwihnt, die Grenze zum zinkreichen Gewebe mit 50 y Zink pro 
lg Frisch- bzw. 250 y Zink pro 1g Trockengewebe an, so sind die 
Pankreasdriisen dieser 5 neugeborenen Hunde siimtlich als zinkreich 
zu bezeichnen, wihrend dies fiir den erwachsenen Hund (Tab. 1) nicht 
zutrifft. Der Grund fiir den héheren Zinkgehalt des fétalen und neo- 
natalen Pankreasgewebes diirfte darin zu suchen sein, daB zu dieser Zeit 
das Mengenverhiltnis des Inselgewebes gegeniiber dem exokrinen 
Gewebe fiir die Inseln giinstiger liegt als beim erwachsenen Tier. Die 
Tatsache, daB der Zinkreichtum sich vor allem bei Bezugnahme auf das 
Pankreas-Trockengewicht auspragt, beruht wohl auf dem hohen 
Wassergehalt des fotalen Gewebes. 


i J. Eisenbrand u. M. Sienz, diese Z. 268, 1 [1941]. 
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Die letzte Spalte in Tab. 1 gibt Aufschlu8 iiber den Zinkgehalt von 
Pankreas nach Extraktion mit saurem Athanol. Erwartungsgema8 zeigt 
sich, daB das im Gewebe vorhandene Zink durch die Extraktion zum 
groBen Teil entfernt wird. Dabei ist zu beachten, da8 der Zinkgehalt 
pro 1g Trockengewebe“ vor und nach der Extraktion nicht direkt 
vergleichbar ist, da das Trockengewebe vor der Extraktion alle extra. 
hierbaren Stoffe mit einschlieBt, wiaihrend diese im Trockengewicht 
nach der Extraktion nicht mehr inbegriffen sind. Der wirkliche pro. 
zentuale Zinkverlust ist daher wesentlich gréBer, als die Differenz im 
Zinkgehalt der beiden Trockengewichte in Tab. 1 anzeigt. 


Tab. 1. Zinkgehalt des Pankreas vor und nach saurer Extraktion 
bei verschiedenen Tierarten. 





Vor Extraktion Nach 
Zahl der 5 : ; Extraktion 
onik: y Zink pro 1gFrisch- |y Zink pro 1g Trocken-| ging pro 
shea gewebe ewebe 1 g Trocken- 
1 g g 
ysierten gewebe 


Proben_ | Mittel- yong Schwankung ae Thy An- 








Schwankung 





Rind ll 24,6—61,6 161 109— 280 71; 31 
Kalb 18,2—53,3 132 81—233 48; 35 
Kalb A 
(fotal) Einzelwert 279 Einzelwert 46 
. Einzelwert 323 Einzelwert 85 
Einzelwert 322 Einzelwert _ 
Pferd 31,4—62,5 172 124—251 21; 
Schaf 19,4—33,4 114 88—143 62; 
Hund 27,4—43,1 175 133— 202 61; 
Katze 26,3—51,5 142 109—177 _ 
Schwein 16,5—36,0 109 74—149 — 
Huhn 24,8— 40,0 126 100— 147 <10 
Mensch 25,8— 55,5 185 115— 288 _ 




















Bei neutralem pu liegt das Zink im Gewebe in komplexer Bindung 
vor; fast alle Zinkkomplexe sind jedoch bei dem stark sauren px der | 
benutzten Extraktionslésungen so weitgehend dissoziiert, daB gam 
iiberwiegend mit ionisiertem Zink zu rechnen ist. Speziell das ,,Insel- | 
zink“‘ diirfte praktisch vollstindig gelést werden, denn auch nach ent- 7 
sprechender Extraktion der isolierten Insel-Organe von Knochenfischen | 
fanden sich im extrahierten Inselgewebe-Riickstand nur noch Spuren ~ 
der urspriinglich vorhandenen Zinkmengen‘. Trotzdem fiihrt die saure | 
Extraktion, wie aus Tab. 1 hervorgeht, nicht zum vélligen Zinkverlust | 
des Pankreasgewebes. Die mehrfache Behandlung mit stark saurem 
Athanol und das nachfolgende Auswaschen des extrahierten Gewebes 
mit zinkfreiem, doppelt destilliertem Wasser bis zur Entfernung aller 
Siurereste hinterlassen einen noch schwach zinkhaltigen Geweberiick- 
stand. Daraus ergibt sich, da8 die unléslichen Gewebestrukturen Zink | 
sehr fest binden kénnen. 
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Zinkgehalt und Blutzuckerwirkung der Ammoniak-Fallungen 

Zur Insulingewinnung bringt man in der Technik ebenso wie im 
Laboratorium den sauren alkoholischen Pankreas-Extrakt auf schwach 
alkalischen pu (7,5—8,0) und trennt den dabei entstehenden Nieder- 
schlag basischer Proteine ab. Dieses Prazipitat wird in der vorliegenden 
Arbeit als ,,Ammoniak-Fallung“ bezeichnet, da man meist mit Ammo- 
niak alkalisiert. Als Zinkgehalt dieser Ammoniak-Fallungen finden 
wir, unabhingig von der Tierart, regelmiBig Werte im Bereiche von 
0,1—0,6% Zink, so daB sich eine tabellarische Wiedergabe von Einzel- 
werten eriibrigt. 

Die Ammoniak-Fallungen der Pankreas-Extrakte enthalten kein 
Insulin; im Sinne unserer Fragestellung war jedoch zu priifen, ob die 
zinkhaltigen Ammoniak-Fallungen blutzuckersteigernde Effekte auf- 
weisen kénnen. Dies ist nach unseren Erfahrungen éfters, aber nicht 
regelmiiBig der Fall. Eluiert man die Ammoniak-Fallungen, die nach der 
Prizipitation rasch altern und schwer léslich werden, mit angesiuerter 
physiologischer Kochsalzlésung, so beobachtet man nach intravenéser 
Injektion von 1 oder 2 mg Protein/kg i. v. am Kaninchen nicht selten 
typische initiale Blutzuckersteigerungen. Zugleich liBt sich jedoch 
zeigen, da der Hauptanteil des blutzuckersteigernden Faktors nicht 
mit Ammoniak ausgefallt wird, sondern im waBrigen Athanol gelést 
bleibt. Auch die Hauptmenge des Zinks bleibt in Lésung, weil offenbar 
geniigend zinkbindende organische Liganden in der Lésung vorhanden 
sind und das Ausfillen von Zinkhydroxyd verhindern. Derartige Li- 
ganden sind u. a. das in der Lésung befindliche Insulin zusammen mit 
dem blutzuckersteigernden Faktor. Wihrend damit das nach der 
Ammoniak-Fallung in Lésung bleibende Zink mit Sicherheit komplex 
gebunden ist, muB offen bleiben, inwieweit das bei der Ammoniak- 
Fillung in den Niederschlag gehende Zink koordinativ gebunden ist 
oder als Zinkhydroxyd ausfiallt. 


Zinkgehalt und Blutzuckerwirkung von Alkohol-Ather- 
Fallungen 


Bei der weiteren Behandlung des von der Ammoniak-Fillung be- 
freiten und wieder neutralisierten, alkoholischen Pankreas-Extraktes 
benutzten wir eine von Best, Haist und Ridout™ angegebene und 
auch von Sutherland und de Duve? angewandte Methode, wobei 
durch einen sehr groBen Uberschu8 von Athanol und Ather die in der 
Lésung vorhandenen Proteine, Peptide, Aminosduren und dgl. praktisch 
vollstiindig ausgefallt werden. In allen alkoholischen Atherfallungen 
der Pankreas-Ausziige der in Tab. 1 angefiihrten Tierarten stellten wir 
Zink fest; eine tabellarische Zusammenstellung der Einzelwerte er- 
iibrigt sich ebenso wie bei den Ammoniak-Fallungen, da der Zinkgehalt 
im Trockenpulver der Alkohol-Ather-Fillung stets im Bereiche von 


2 (. H. Best, R. Haist u. J. Ridout, J. Physiology 97, 107 [1939]. 
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0,1—0,8% Zink lag. Es wiire verfehlt, hier nach Zusammenhingen 
zwischen Zinkgehalt und blutzuckerwirksamen Komponenten zu sucien, 
da die Art der Ausfallung mittels sehr hoher Alkohol-Ather-Konzen. 
tration wahllos praktisch alle N-haltigen Substanzen und Metallver. 
bindungen niederschlagt. 

Die Blutzuckerkurven der Alkohol-Ather-Fallungen zeigen den 
bekannten zweiphasischen Verlauf: initiale Blutzuckersteigerung und 
anschlieBend Blutzuckersenkung. Wegen des hohen Gehaltes an Ballast. 
stoffen sind jedoch relativ hohe Dosen, etwa 200 y bis 1 mg/kg i. v. am 
Kaninchen, zur Erzielung solcher Blutzuckerkurven erforderlich. Bei 
den in Tab. 1 zusammengestellten Pankreasaufarbeitungen waren Blut- 
zuckereffekte mit Dosen unter 150 y/kg nicht mehr nachweisbar bis 
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Abb. 1. Blutzuckerwirkung von Alkohol-Ather-Fallungen aus fétalem 
Kalbs-Pankreas. 


a) 100 y/kg i. v. K 368; b) 20 y/kg i. v. 


auf eine Ausnahme: Alkohol-Ather-Fillungen aus Pankreasextrakten | 
von fétalem Kalb riefen zweiphasische Blutzuckerkurven am Kanin- 
chen noch in Dosen bis herab zu 20 y/kg i. v. hervor! Hierfiir werden 
in Abb. 1 zwei Beispiele gegeben, da Blutzuckerkurven von embryonalen 
Pankreasextrakten unseres Wissens bisher nicht publiziert sind. Die 
100-y-Dosis (a) (K 368) zeigt einen initialen Blutzuckeranstieg um mehr 
als 40 mg%, dem sich eine lang anhaltende Blutzuckersenkung an- | 
schlieBt. Die primaire Hyperglykimie ist so ausgeprigt, daB erst 30 Min. 
nach der Injektion der Ausgangswert wieder erreicht und die Insulin- ~ 
wirkung erkennbar wird. Auch die 20-y-Dosis (b) (K 354) weist wiederum © 
sehr deutlich den Glukagoneffekt auf, wihrend die Insulinwirkung nur | 
schwach ausgepriigt ist. Dies ist eine Folge der geringen Dosis, die etwa | 
noch 10 y Insulin pro kg enthalten diirfte, also eine kaum noch erkenn- © 
bare blutzuckersenkende Dosis. Injektionen des gleichen, aus fétalem © 
Kalbs-Pankreas hergestellten Priparates in Dosen von 10 y/kg zeigten ~ 
am Blutzucker keine Insulineffekte mehr, jedoch noch deutliche initiale 7 
Blutzuckersteigerungen um 20—25 mg. Sutherland und De Duve’ | 
machten bereits darauf aufmerksam, da8 Extrakte aus embryonalem 
Kalbs-Pankreas besonders kriiftige glykogenolytische Wirkungen im 
Leberschnitt hervorriefen. 

Die hohe Blutzucker-Wirksamkeit unserer Alkohol-Ather-Fallungen | 
aus embryonalem Kalbs-Pankreas erlaubt interessante Riickschliisse auf | 
die Reinheit von Glukagonpraparaten. Wenn nimlich, wie z. B.in Abb. 1, | 
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20 y/kg i. v. gerade noch die charakteristischen zweiphasischen Blut- 
guckerkurven hervorrufen, dann mu8 mindestens die Hilfte der in- 
jizierten Dosis aus Insulin bestehen, da sonst Blutzuckersenkung nicht 
zu erwarten ware. Wiirde das Praparat keinen weiteren Ballast ent- 
halten, so entfielen auf den blutzuckersteigernden Faktor rund 10 y/kg. 
Da nun das gleiche Praparat in noch geringerer Dosis (10 y/kg i. v.) 
immer noch den Glukagoneffekt zeigt, so miissen einerseits Blutzucker- 
steigerungen noch mit weniger als 5 y des Faktors pro kg i. v. zu erzielen 
sein. Andererseits ergibt sich, daB die obengenannten Alkohol-Ather- 
Faillungen aus der Pankreas-Aufarbeitung erwachsener Tiere nur 
wenige y des wirksamen Stoffes, d. h. 95—99°, Ballast enthalten, da 
die wirksame Mindestdosis bei 150 y/kg i. v. liegt. 

Die besonders hohe Blutzuckerwirksamkeit embryonaler Pankreas- 
extrakte diirfte ebenso wie der hohe Zinkgehalt (s. 0.) des embryonalen 
Pankreas auf der noch geringen Ausbildung des exokrinen Anteils be- 
ruhen, so daB im Pankreasextrakt weniger Ballaststoffe enthalten sind, 
als dies bei erwachsenen Tieren der Fall ist. AuRerdem zeigt der Blut- 
zuckertest (s. Abb. 1), daB in embryonalen Pankreasextrakten das 
Insulin-Glukagon-Verhaltnis im Vergleich zum erwachsenen Tier zu- 
gunsten des Glukagons verschoben ist. Dieser Befund stellt eine 
Parallele zu den Ergebnissen der Morphologie dar: Nach Ferner? ist 
im embryonalen Inselgewebe der Anteil der A-Zellen gegeniiber den 
B-Zellen erheblich héher als im Inselgewebe des erwachsenen Tieres. 
Allerdings kénnte auch die fehlende Trypsinaktivitit des embryonalen 
Pankreas zur Erklarung des hohen blutzuckersteigernden Effektes der- 
artiger Extrakte herangezogen werden. Denn der hyperglykamische 
Faktor wird im Gegensatz zum Insulin sehr rasch und vollstandig durch 
Trypsin zerstért, so’ daB bei der Aufarbeitung von erwachsenem 
Pankreas stets die Gefahr hoher Glukagon-Verluste besteht1*. 

Die Pankreasextrakte der in Tab. 1 zusammengestellten Siuge- 
tierarten zeigen (mit Ausnahme der Embryonalextrakte) nicht nur 
einheitliche Zinkwerte, sondern auch einheitliche Blutzuckerwirkung, 
d.h. man findet regelmaé8ig den typischen initialen Anstieg mit der 
nachfolgenden insulinbedingten Senkung. Als Beispiel gibt Abb. 2 die 
Blutzuckerkurve eines am Kaninchen getesteten Pankreasextraktes von 
erwachsenen Katzen wieder. Dagegen waren bei Nicht-Siugetieren, 
z.B. beim Huhn, Blutzuckerkurven mit stirkerer primirer Hyper- 
glykimie als bei Saugetieren zu erwarten. Denn die Priifung von Pan- 
kreasextrakten verschiedener Vigel (Ente, Huhn) mit der Leberschnitt- 
methode ergab ,,etwa zehnmal mehr Glukagon“ als bei Extrakten von 
Sdugetier-Pankreas!>, Damit iibereinstimmend sprechen histologische 
Untersuchungen fiir einen besonders hohen Gehalt des Vogel-Pankreas 


8-H. Ferner, Das Inselsystem des Pankreas. Stuttgart (1952). 
4 Van Abeele u. E. D. Campbell, Fed. Proc. 10, 263 [1951]. 
©. A. Vuylsteke u. C. de Duve, Arch. int. Physiol. 56, 273 [1953]. 
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an A-Zellen!®16 Wir bringen in Abb. 2 die Blutzuckerkurve eines 
Pankreasextraktes vom Huhn, welcher eine kraftige primaire Hyper. 
glykamie hervorruft. Derartige Kurven mit gut ausgepragtem Glukagon- 
effekt beobachteten wir mit besonderer RegelmaBigkeit bei Extra)ten 
aus Hiihner-Pankreas; deutlichere Effekte diirften jedoch erst dann zu 
erwarten sein, wenn es gelingt, die bei Végeln neben den gewohnlichen 
Inseln auftretenden voluminésen, fast nur aus A-Zellen bestehenden, 
sehr zinkreichen® Inseln getrennt zu extrahieren. 
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Kristallisation von Rohinsulinen 


Bei der fabrikatorischen Insulingewinnung fiihrt man zur Heraus- 
arbeitung des Insulins aus den vom Athanol befreiten rohen Organ. 
extrakten ein oder zwei Salzfallungen durch und unterwirft das geliste ~ 
Produkt anschlieBend mehreren isoelektrischen Prazipitationen. Bei ~ 
diesen Reinigungsschritten wird ein erheblicher Anteil des urspriinglich | 
vorhandenen blutzuckersteigernden Faktors vom Insulin abgetrennt. 
Zugleich wird auch das Insulin immer zinkirmer. Man kann daher sagen, 
daB im Laufe der Reinigung des Insulins der Glukagoneffekt der 
Priparate im gleichen Sinne wie der Zinkgehalt abnimmt. 
Salzfaillungen mit hoher Salzkonzentration liefern Rohinsuline, welche 
noch relativ hohen Zink- und Glukagongehalt aufweisen, wahrend z. B. 
die letzte isoelektrische Fiallung, welche zur anschlieBenden Kristalli- 7 
sation bestimmt ist, nur noch sehr geringe Anteile des urspriinglich vor- ~ 
handenen blutzuckersteigernden Faktors und kaum noch Zink enthilt. | 

Um nun die Zinkaffinitat des blutzuckersteigernden Faktors auch 
in Rohinsulinen zu demonstrieren, gingen wir von Praparaten aus, 
welche durch Kochsalzfallung gewonnen waren und noch reichlich Zink | 
und Glukagon enthielten*. Derartige rohe Salzfallungen brachten wir © 
auf verschiedenen Wegen zur Kristallisation: Wir kristallisierten aus | 
stark zinkbindenden Pufferlésungen, z. B. aus Natriumcitrat, ohne | 
weiteren Zinkzusatz. Man erhalt dann zinkarme Insulinkristalle (0,2 bis 
0,3% Zink), die keine initiale Hyperglykamie aufweisen. Der blutzucker- 
steigernde Faktor bleibt mit dem Zink in der Mutterlauge, welche dem- 


16 L. Nagelschmidt, Z. mikroskop.-anatom. Forsch. 45, 200 [1939]. 

* Fiir Uberlassung derartiger Salzfallungen von Pankreasauszitigen sind wir 
Herrn Dr. Lindner und Herrn Dr. Doerzbach von den Farbwerken Hoechst 
sehr zu Dank verpflichtet. 
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entsprechend eine sehr starke und langdauernde Blutzuckersteigerung 
auslést. In Abb. 3 finden sich die Blutzuckerkurven der Kristalle und 
ihrer Mutterlauge. 

Die in Abb. 3 erkennbare, sehr starke blutzuckersteigernde Wirkung 
der Citrat-Mutterlauge ist kein Einzelfall; wir erhielten derartige Kurven, 
bei denen die primaire Hyperglykimie erst etwa eine Stunde nach der 
Injektion den Ausgangswert wieder erreicht, regelmaBig nach Ab- 
irennung der Hauptmenge des Insulins aus der rohen Salzfillung durch 
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Abb. 3. Kristallisation eines durch Salzfallung gewonnenen Rohinsulins aus Citrat- 
lésung ohne Zinkzusatz. 


a) Kristalle, zinkarm und glukagonfrei; 50 y/kg i. v. am Kaninchen ( 
b) Citrat-Mutterlauge, —'s und glukagonreich; etwa 300 y Protuinfig 
-f=5 952), 


Citrat-Kristallisation. Die Gegenprobe — Ubergang des blutzucker- 
steigernden Faktors zusammen mit Zink auf die Insulinkristalle — li Bt 
sich bei Kristallisation aus Phosphat-Puffer durchfiihren. Wir kristalli- 
sierten die gleiche, stark glukagonwirksame und zinkreiche Salzfallung 
nach Scott!” aus Phosphat-Puffer mit Zinkzusatz. Man erhalt dann 
zinkreiche Insulinkristalle, die eine kraftige Glukagonwirkung entfalten. 
Auch dieser Befund spricht dafiir, daB Zink den Eintritt des Glukagons 
in die Insulinkristalle vermittelt; er sagt zunachst jedoch nichts aus 
liber eine etwaige Rolle des Zinks bei der Wirkung des Glukagons in vivo. 


B. Weitere Organe 


Magen- und Darmschleimhaut 

Nach den Angaben von Sutherland und de Duve’ enthalten 
Extrakte aus den oberen zwei Dritteln der Magenschleimhaut vom 
Hund betrichtliche Mengen eines hyperglykimisierenden Faktors, 
geringe Mengen davon lassen sich auBerdem in der Duodenalschleimhaut 
nachweisen. Dagegen liefert die Magenschleimhaut von Schwein, Rind 
und Schaf keinen blutzuckersteigernden Faktor. Nach unseren eigenen 
Untersuchungen ist der blutzuckersteigernde Effekt von Extrakten aus 
Magen- und Darmschleimhaut vom Hund sehr gering, wenn man in 
gleicher Weise wie bei der Aufarbeitung von Pankreas verfihrt. Die 
Alkohol-Ather-Fallungen zeigen auch in hoheren Dosen (bis 6 mg/kg i. v. 


7 D. A. Scott, Biochem. J. 28, 1592 [1934]. 
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am Kaninchen) nicht das Ausmafi der mit Pankreasextrakten erreich. 
baren blutzuckersteigernden Effekte. Die Ammoniak-Fallungen, die wir 
ebenfalls priiften, wirkten nicht blutzuckersteigernd. Extrakte aus der 
Magen- und Darmschleimhaut vom Schwein (s. Tab. 2) lieBen in Uber. 
einstimmung mit Sutherland und de Duve?’ keine glukagonartigen 
Effekte erkennen. Wir haben gleichwohl den Zinkgehalt der Magen. 
und Darm-Schleimhaut von Hund und Schwein bestimmt ; die Ergebnisse 


finden sich im oberen Teil der Tab. 2. Die ermittelten Werte gehéren 
simtlich dem fiir nicht zinkreiche Gewebe typischen Bereich an, [7 
Zwar liegen die Zinkwerte fiir das Frischgewicht der Schleimhaut [ 


meist etwas niedriger als diejenigen des Pankreas-Frischgewebes. Diex 
Differenz diirfte jedoch nur durch den héheren Wassergehalt der Mucosa 
bedingt sein, denn die Zinkwerte pro Trockengewebe stimmen mit 
denjenigen des Pankreas iiberein. 


Tab. 2. Zinkgehalt von Magen-Darm-Schleimhaut, Prostata und Carcinoiden. 





Zahl der 
ana- 
lysierten | Mittel- 
wert 


gewebe gewebe 


Mittel- 
wert 





Tier und Organ 
Schwankung 





Hund, J 
Magen Fundus . 26,9 17,9—43,5 168 120-220 
Magen Pylorus 27 22,2— 38,4 155 99 — 209 
Duodenum . . 20,2 — 36,6 193 123—249 

Schwein, 
Magen Fundus . 20,0 —34,5 169 
Magen Pylorus é 15,4—29,2 139 
Duodenum . . 16,0—30,3 124 


Hund, Prostata .. 26, 87,5—180 677 

Mensch, 
Darmearcinoid y 715 
Darmcearcinoid y 2010 
Darmcarcinoid ‘ 2380 


malignes Bron- 
chuscarcinoid -- 935 


























Prostata 


Zur Untersuchung des Prostatagewebes veranlaBte uns die obei! 
erwihnte Vermutung von Feyrter®, wonach die argyrophilen Zellen det’ 


Prostata méglicherweise einen blutzuckersteigernden Faktor produzierei 


kénnten. Es kommt hinzu, da nach Untersuchungen von Mawsol§ 


und Fischer!* die Prostata von Kaninchen, Ratten und Menschen 1 
den zinkreichen Geweben gehért. Die englischen Autoren fanden it 
der menschlichen Prostata 859 y Zink und in der Rattenprostata 891) 


18 C.A.Mawson u. M.J. Fischer, Nature [London] 167, 859 [196]; 
Canad. J. med. Sci. 30, 336 [1952]. 





y Zink pro 1 g Frisch- | » Zink pro 1 g Trocken- 
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Zink pro 1 g Trockengewebe. Der Zinkgehalt von 1 g Frischgewebe der 
Prostata posterior der Ratte lag bei 180,0 + 45,5 y Zink. Wir bestimmten 
den Zinkgehalt der Prostata beim Hund und fanden, wie aus Tab. 2 
hervorgeht, als Mittelwerte von 10 Prostatadriisen 127 y Zink pro 1 g 
Frisch- und 677 y Zink pro 1 g Trockengewebe. Diese Werte sind denen 
der oben erwahnten englischen Autoren!®, welche Mensch und Ratte 
untersuchten, sehr ahnlich. 

Extrakte aus Prostatadriisen vom Hund, Hengst und Bullen stellten 
wir in gleicher Weise her wie die Pankreasextrakte. Die intravenése 
Injektion der Alkohol-Ather- und der Ammoniak-Fallungen fiihrte beim 
Kaninchen in Dosen von 2, 3 oder 4 mg/kg nicht zu hyperglykami- 
schen Werten. Eine etwaige endokrine Funktion der argyrophilen 
Zellen der Prostata erstreckt sich offenbar nicht auf den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel. Der hohe Zinkgehalt der Prostata diirfte anderen Aufgaben 


 dienen, wofiir bereits Hinweise vorliegen?®. 


Carcinoide* 

Die Untersuchung des Zinkgehaltes menschlicher Darm-Carci- 
noide brachte, wie aus Tab. 2 hervorgeht, ein iiberraschendes Ergebnis: 
Diese Tumoren erwiesen sich als sehr zinkreich. Die Zinkwerte fiir das 
Frischgewebe liegen im Bereich von 100 bis 900, diejenigen fiir das 
Trockengewebe zwischen 700 und 3000 y pro 1 g. Damit liegt der Zink- 
gehalt dieser Darm-Carcinoide in der gleichen Gré8enordnung wie der- 
jenige des reinen Inselgewebes‘ und iibertrifft noch den mittleren Zink- 
gehalt der Prostata vom Hund (s. o.). Sehr bemerkenswert erscheint der 
ebenfalls in Tab. 2 mitgeteilte Befund, wonach ein malignes Bronchus- 
Carcinoid einen etwa gleich hohen Zinkreichtum wie die Darm-Carci- 
noide besaB. 

Leider war es uns wegen des seltenen Vorkommens und der geringen 
GréBe von Darm-Carcinoiden nicht méglich, Extrakte davon herzu- 
stellen und auf blutzuckersteigernde Wirkung zu priifen. Unter den 
Inhaltsstoffen dieser Carcinoide ist bis jetzt am besten bekannt das 
Serotonin, welches nach Erspamer?® von den enterochromaffinen 
(gelben) Zellen des Magendarmtraktes gebildet wird. Lembeck*! gelang 
der Nachweis des Serotonins in den ebenfalls aus derartigen argyrophilen, 
gelben Zellen bestehenden carcinoiden Metastasen in Darm und 
Leber. Er fand einen Serotoningehalt von mindestens 2,5 mg pro g 
Gewebe. Sehr wahrscheinlich sind jedoch in den Carcinoiden weitere 
ihnliche, noch unbekannte Wirkstoffe enthalten. 


1 ©. A. Mawson u. M. J. Fischer, Biochem. J. 55, 696 [1953]. 

20 V.Erspamer, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
196, 343 [1953]. 

*! F. Lembeck, Nature [London] 172, 910 [1953]; Naunyn-Schmiedebergs 
Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 221, 50 [1954)]. 
_. * Herrn Prof. Dr. F. Feyrter, Direktor des Pathologischen Institutes der 
Universitat Géttingen, sprechen wir unseren besonderen Dank fiir die groBziigige 
Uberlassung von seltenem Carcinoid-Material aus. 
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Wir priiften daher an Stelle von Gewebeextrakten reines Serotonin 
(5-Oxy-tryptamin) im Blutzuckertest, wobei es sich um synthetisches 
Serotonin-Kreatinin-sulfat handelte**. Zum Vergleich testeten wir auch 
Tryptamin und Kreatinin auf Blutzuckerwirkung. Die beiden letzt. 
genannten Substanzen (50 y bis 500 y/kg i. v.) zeigten keine Blutzucker. 
wirkung. Bei Serotonin-Kreatinin-sulfat traten mit Dosen von 20, 40, 
50, 100, 200 und 500 y/kg i. v. am Kaninchen bei den héheren Dosen 
in einigen Fallen geringfiigige Blutzuckersteigerungen auf, die jedoch 
nicht sicher reproduzierbar waren. Mehrfach erhielten wir ausgesprochene 
Leerkurven. Man kann wohl als sicher annehmen, daB dem Serotonin [ 
kein primiarer blutzuckersteigernder Effekt zukommt. Die von Correll 
und Mitarbb.** mit wesentlich héheren, sicher unphysiologischen Sero. 
tonin-Dosen (z. B. 10 mg/kg an der Ratte!) erzielten Blutzuckersteige. 
rungen kénnen hier auBer Betracht bleiben; sie diirften auch fiir Cari. 
noid-Trager weit tiber den maximal méglichen Serotonin-Mengen liegen, 


Besprechung der Ergebnisse 
Unsere friiheren, einleitend erwaihnten Untersuchungen! an kr. 
stallisierten Insulinpriparaten hatten ergeben, daB die hyperglykami. 
sierende Wirkung kristallinischen Insulins durch Zinkentzug beseitigt | 
wird und da dabei eine komplexe Zinkverbindung den Kristall verlakt, © 
Diese und weitere, zum Teil noch unveréffentlichte Befunde fihrten uns | 
zu der Ansicht, beim Glukagon handele es sich um ein basisches | 


Peptid mit ausgesprochenem Zinkbindungsvermégen. Au: | 
der vorliegenden Arbeit geht nun hervor, daB auch bei der Aufarbeitung 
von Pankreas dort, wo sich der blutzuckersteigernde Effekt findet, stets 
auch Zink vorhanden ist. Man kann sagen, daB bei den einzelnen Reini- 
gungsstufen zur Insulingewinnung das Insulin immer zinkérmer wird 
und in gleichem Mae auch der blutzuckersteigernde Faktor ver. | 
schwindet. Sorgt man jedoch dafiir, da aus den rohen, amorphen | 
Insulinpraparaten das Zink mit in die Insulinkristalle eingeht, so wir | 
auch der blutzuckersteigernde Faktor in die Insulinkristalle aufge. | 
nommen. 

Die argyrophilen A-Zellen des Pankreas sind nach der herrschenden 
Auffassung die Produktionsstitten des Glukagons; zugleich sind sie 
nach den Untersuchungen von Wolff® und Ferner® auffallend zink- 
reich. Hinsichtlich der nicht-pankreatischen argyrophilen Zell. | 
systeme des Organismus ergeben sich daraus zwei Fragen: Wird ein | 
blutzuckersteigernder Faktor auch von argyrophilen Zellen auBerhalb | 
des Pankreas produziert und sind derartige Zellen ebenfalls zinkreich' 

Die Frage nach dem Vorhandensein extrapankreatischer 
Glukagon-Produzenten hat in jiingster Zeit besondere Bedeutung 


22 E. Speeter, R. Heinzelmann u. D. Weisblat, J. Amer. chem. Soc. 73. | 
5514 [1951]. 

*% T. Correll, F.Lyth, 8S. Long u. C. Vanderpoel, Amer. J. Physiol | 
169, 537 [1952]. 
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durch die nach chemischer Ausschaltung der A- und B-Zellen erhobenen 
Befunde erlangt**. In derartigen Versuchen kommt es zu einer labilen 
Normoglykiamie, nicht wie nach Pankreas-Exstirpation zu einer Hyper- 
glykimie. Diese Beobachtung lieBe sich auf der Basis der Glukagon- 
Hypothese leichter deuten, wenn extrapankreatische Zellsysteme, welche 
einen blutzuckersteigernden Faktor in den nétigen Mengen produzieren, 
mit Sicherheit bekannt waren. Denn dann kénnte die nach Pankreatek- 
tomie entstehende Hyperglykaimie durch den noch vorhandenen extra- 
pankreatischen Faktor ausgelést werden, wihrend die chemische Aus- 
schaltung vermutlich simtliche, auch die extrapankreatischen, A-Zellen 
treffen wiirde. Das Ausma8 der blutzuckersteigernden Effekte von 
Magen- und Darmschleimhaut des Hundes ist jedoch nach den bis- 
herigen Kenntnissen und nach unseren eigenen Erfahrungen (s. 0.) sehr 
gering; bei anderen Tierarten schlug der Versuch, blutzuckersteigernde 
Faktoren in der Magen- und Darmschleimheit nachzuweisen, bisher 
iiberhaupt fehl, obwohl auch bei solchen Tierarten nach Pankreatek- 
tomie Hyperglykamie auftritt. Die Existenz eines glukagonproduzieren- 
den, gastro-intestinalen A-Zellensystems ist daher heute noch sehr 
aweifelhaft *°. 

Auch die Vermutung, die enterochromaffinen Zellen des 
Magendarmtraktes kénnten einen blutzuckersteigernden Stoff produ- 
zieren, ist wenig wahrscheinlich. Ihr am besten bekannter Inhaltsstoff, 
das Serotonin (5-Oxy-tryptamin), list sicherlich keine glukagonartigen 
Effekte aus; die Substanz ist, wie oben mitgeteilt, praktisch unwirksam 
im Blutzucker-Test. Die von Weissberg und Schafer® an 690 in der 
Literatur beschriebenen Fallen von Carcinoid durchgefiihrte Priifung 
auf gleichzeitiges Vorliegen eines Diabetes ergab, da8 davon nur drei 
Patienten (0,4°%) einen Diabetes hatten, so daB eine gegen das Insulin 
gerichtete, gegenregulatorische Rolle der Carcinoide im Kohlenhydrat- 
Stoffwechsel unwahrscheinlich ist. Da auf Grund unserer Untersuchungen 
auch die durch den Besitz argyrophiler Zellen ausgezeichnete Prostata 
glukagonihnliche, blutzuckersteigernde Substanzen nicht enthalt, ergibt 
sich auf Grund unserer heutigen Kenntnisse, daB ein glukagonprodu- 
zierendes Zellsystem auBerhalb des Pankreas nicht bekannt ist. Ob ein 
soiches existiert, muB offen bleiben. 

_ Sicherlich ist man nicht berechtigt, aus gewissen histologischen 
Ahnlichkeiten der A-Zellen des Pankreas mit nicht-pankreatischen 
argyrophilen Zellen zu schlieBen, da8 auch die letzteren einen blutzucker- 
steigernden Faktor produzieren. Feyrter® schreibt ihnen lediglich all- 
gemein endokrine Funktionen zu. Auffallend ist jedoch das Ergebnis 
unserer Zinkanalysen. Die oben aufgeworfene zweite Frage, ob auch 
in extrapankreatischen argyrophilen Zellen hoher Zinkgehalt zu beob- 


4 C.v. Holt, L.v. Holt, B. Kroner u. J. Kihnau, Naunyn-Schmiede- 
bergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 224, 66, 78 [1955]; C. v. Holt u. H. Ferner, 
Z. Zellforsch. mikroskop. Anatom. 42, 305 [1955]. 

*5 Siche hierzu auch H. Ferner, Materia Medica Nordmark 7, 385 [1955]. 
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achten ist, laBt sich auf Grund der in der vorliegenden Arbeit mit. 
geteilten Zinkbestimmungen bejahen. DaB die Prostata bei Mensch 
und Ratte zinkreich ist, war schon bekannt'; wir erginzen diese Be. 
funde nunmehr durch Analysen der Prostata vom Hund, die eine, 
Zinkreichtum in praktisch gleicher Héhe wie bei Mensch und Ratt 
zeigt. Besonders bemerkenswert erscheint der hohe Zinkgeha!t der 
Carcinoide, welcher die Zinkwerte der Prostata noch iibertrifft und 
etwa in gleicher Héhe wie das Inselgewebe der Knochenfische? liegt, 
Allgemein soll in Tumoren der Zinkgehalt geringer sein als im gesunden 
Gewebe und nur etwa ein Drittel von diesem betragen*®. Fiir die Carg. 
noide ist jedoch anzunehmen, da8 enge Beziehungen zwischen Zink. 
gehalt und endokriner Funktion bestehen, wie sie in jeweils chemise) 
verschiedener Art auch in den B- und A-Zellen des Pankreas vorhanden 
sind. Die eigentliche Bedeutung des hohen Zinkgehaltes der Carcinoid 
ist vorlaiufig ungeklirt; wir untersuchen zur Zeit die Frage, ob Serotonin F 
stabile Zinkkomplexe bilden kann oder ob als Ligand des Zinks in den 7 
Carcinoiden ein anderer, noch unbekannter Stoff angenommen werden : 
muB. 

Fir wertvolle Mitarbeit danken wir Fraulein Dr. A.-M. Fretzdorff ui & 
Fraulein Hannelore Sperling. 


Zusammenfassung 

In rohen, insulinhaltigen Pankreas-Extrakten bestehen Beziehungen | 
zwischen dem Zinkgehalt und dem Ausma8 des blutzuckersteigernden 
Primireffektes in dem Sinne, da der blutzuckersteigernde Faktor Zink 
mit sich fiihrt. 

Foétales Kalbs-Pankreas enthilt in der Trockensubstanz erheblich 
mehr Zink und liefert Extrakte mit wesentlich héherer blutzucker. | 
steigernder Wirkung als es beim Pankreas erwachsener Tiere der | 
Fall ist. : 

Fiihrt man zink- und glukagonreiches, durch Salzfiallung gewonnenes 7 
Rohinsulin in zinkarme Kristalle iiber, so bleibt der blutzuckersteigernd: | 
Faktor mit der Hauptmenge des Zinks in der Mutterlauge und verleilt 
dieser hyperglykimische Effekte besonders hohen Ausmafes, wiihrend P 
die Kristalle keinen Glukagoneffekt zeigen. 

Die Prostata ist beim Hund sehr zinkreich; muons : 
Effekte lie8en sich mit Prostata-Extrakten nicht erzielen. ‘ 

Carcinoide enteraler und bronchialer Herkunft besitzen hohen Zink. } , 
gehalt, der etwa demjenigen des Pankreas-Inselgewebes entspricht. | 
Serotonin als Inhaltsstoff der Carcinoide wirkt nicht blutzuckersteigernd. 7 


Summary 
The zine content and the magnitude of the primary hyperglycaemic 
effect in crude pancreas extracts containing insulin are related inasmutl | 
as the hyperglycaemic factor carries zine with it. 


26 N. Addink u. L. Frank, Naturwissenschaften 14, 419 [1955]. 
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Foetal calf pancreas contains considerably more zinc in the solids 
and yields extracts with a much higher hyperglycaemic effect than 
pancreas from adult animals. 

If crude insulin with a high zine and glucagone content, obtained 
by precipitation with salts, is converted into crystals containing little 
zinc, the hyperglycaemic factor remains with the bulk of the zine in 
the mother liquor. The factor imparts to the latter a very pronounced 
hyperglycaemic effect while the crystals show no glucagone effect. 

The prostate of the dog contains large amounts of zinc. No hyper- 
glycaemic effects can be produced with extracts of prostate. 

Carcinoids of enteric and bronchial origin have high zine contents 
which are of the same order as that of the islet tissue of the pancreas. 
Serotonin contained in carcinoids does not increase the blood sugar. 





Bd. 303 (1956) 


Uber die Teilnahme der Ascorbinsdure 
und der Dehydro-ascorbinsaure am pflanzlichen 
und tierischen Stoffwechsel I 
Von 
Hans von Euler und Hans Hasselquist 


Aus dei Institut fiir organisch-chemische Forschung der Universitat Stockholm 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. November 1955) 


Trotz der seit Szent-Gyérgyis Entdeckung mehr als zwanzig. 
jahrigen Forschungsarbeit und trotz vieler Versuche, die Rolle der 
Ascorbinsiure (AS) in lebenden Organismen vom reaktionskinetischen 
oder vom biologischen Standpunkt aus zu beschreiben, ist noch sehr 
wenig bekannt tiber die Wege, auf denen die AS in den Stoffwechsel 
eingreift, und speziell auf denen sie den Skorbut zu heilen imstande ist. F 

Als Redukton besitzt die AS die Fihigkeit, Protonen leicht ab. F 
zugeben und demgemaB als Wasserstoff-Ubertriger zu fungieren, und | 
diese zentrale Wirkung iibt sie sowohl in freiem Zustand als in Ver. § 
bindungen mit Metallionen und anscheinend auch mit Triiger-Proteinen! 
aus. 

Betrachten wir die Beteiligung der AS an oxydo-reduktiven Vor. § 
giingen des Organismus, so sei zunichst die auch von uns? schon 6fter 
hervorgehobene Schutzwirkung der AS gegeniiber anderen Bestand. F 
teilen der Zellen und Gewebe, besonders gegeniiber o-Diphenolen (Adre. 
nalin u. a.) erwahnt. Andererseits wird die AS bekanntlich selbst durch 
gewisse Begleit- oder Zusatzstoffe vor der Oxydation geschiitzt, und F 
zwar nicht nur vor dem Ubergang in Dehydro-ascorbinsiure, sondem F 
auch vor weiterem oxydativem Angriff, der zu einer irreversibelen I. 
aktivierung (Bildung der Diketo-L-gulonsiure*) und damit zur Zer F 
stérung des antiscorbutischen Vitamins C fiihrt. 

In der AS ist die Endiolgruppe einem Carbonyl benachbart. Die F 
Reaktion mit einem typischen Oxydationsmittel, wie z.B. mit dem f- 
Farbstoff Dichlorphenol-indophenol (Tillmans-Reagens, TR) geht nicht | 
nur in alkalischer, sondern auch in saurer Lésung vor sich; wir bezeichnen J 
die AS deswegen als aci-Redukton‘. 

1 Beziigl. der Verbindung der AS mit einem Protein siehe u. a. M. van Eekelen 
u. A. Emmerie, Biochem. J. 30, 25 [1936]; P. Holtz, diese Z. 268, 187 {1940}. 

2 H. v. Euler u. H. Hasselquist, diese Z. 288, 4 [1951]. 


3-H. v. Euler u. H. Hasselquist, Ark. Kemi 5, nr. 5 [1952]. 
4H. v. Euler u. H. Hasselquist, Ark. Kemi 8, nr. 8 [1955]. Kem. 5 


Arb. 16, TIT (1954). 
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Die Oxydation der AS durch Sauerstoff oder Hydroperoxyd wird 
schon durch minimale Mengen von Cu-Salzen beschleunigt. Die ersten 
diesbeziiglichen Versuche von Euler, Myrback und Larsson® wurden 
bald von Kellie und Zilva® bestitigt und erweitert. 

Oxydative Desaminierung: Als ein durch Hydroperoxyd in 
vitro verlaufender oxydativer Abbau einer aliphatischen Aminosiure 
sei der biologisch so wichtige Vorgang: 


H,0, + Alanin - NH, + Brenztraubensaure — nn ehyd + CO,) 
ais ssigsiure 


erwaihnt. 

Eine wesentliche oxydative Beeinflussung des Stoffwechsels durch 
Ascorbinsiure liegt vor in der Desaminierung aromatischer und hetero- 
eyclischer Aminosaiuren, besonders von Imidazol-Derivaten, die unter 
Ringspaltung bei Mitwirkung von Fe*® und Sauerstoff eintritt’. 


AS ist ferner beteiligt am oxydativen Abbau der Seitenkette des Tyrosins®. 

Ob und wie die Hormone der Nebennierenrinde in ihrer Bildung durch AS 
beeinflu8t werden, ist noch nicht entschieden®. Vielleicht findet zwischen diesen 
Hormonen und Ascorbinsaéure, die beide gemeinsam in der Nebennierenrinde 
auftreten, eine oxydo-reduktive Wechselwirkung statt, durch die sie in die Um- 
setzung des Bindegewebes eingreifen. In diesem Zusammenhang mag auf die 
méglichen Endiol-Formen der von Kendall und besonders von Reichstein 
aufgeklarten Nebennieren-Sterine, Cortison, Corticosteron u. a., und des Hormons 
des Mineralstoffwechsels, Aldosteron?®, hingewiesen werden. 


OCH 
HO\/\| C-—CH 


CH, | CH, | fiat fr] | 

/\\/\/\/ OK O# /N\7\/\/ OH OH 

Corticosteron y, Aldosteron 
07\“ \%_ Endiolform 077“ Endiolform 

Beobachtungen, nach denen Cortison antiskorbutische Wirkungen haben soli, 
werden in der griindlichen Untersuchung von Wolbach" nicht bestatigt. 

Hamin in Pyridinlésung geht sofort nach Zusatz von 1-proz. AS-Lésung in 
Gegenwart von Sauerstoff in Jriines Hamin? iiber, das sich, friiheren Versuchen zu- 
folge, auch unter der Einwirkung von Cystein, Hydrazin u.a. bildet. Setzt man einer 
Haminlésung etwas Natriumhyposulfit zu, so bleibt die Bildung von griinem 
Hamin aus. 

5 H. v. Euler, K. Myrback u. H. Larsson, diese Z. 217, 1 [1933]. 

6 A. E. Kellie u. 8.8. Zilva, Biochem J. 29, 1028 [1935]. 

7 Nach P. Holtz, diese Z. 250, 87 [1937], 261, 278 [1939], entstehen bei 
der Oxydation von AS Hydroperoxyd oder Peroxyde. Mit der von Holtz an- 
gewandten Methodik fanden wir ebenfalls Peroxyd-Bildung aus Ascorbinsaure, 
aber stets nur in sehr geringen Mengen. 

§ T. H. Lan u. R. Sealock, J. biol. Chemistry 155, 483 [1944]. 

® Siehe H. Schmidt u. Hj. Staudinger, Biochem. Z. 325, 288 [1954]. 

10S. A. Simpson et. al., Experientia [Basel] 9, 333 [1953]; T. Reichstein, 
ebenda 10, 132 [1954]. 

1 §. B. Wolbach u. C. L. Maddock, Arch. Pathology 53, 54 [1952]. 

2 P. Karrer, H. v. Euler u. H. Hellstrém, Ark. Kemi, Mineralog. Geol., 
Ser. Bll, nr. 6 [1933]. 
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Ascorbinsiure (Reduktone) + Hydroperoxyd + Pektin 


Auf eine besondere oxydative Wirkung der Ascorbinsiure, die sie 
in Gegenwart von Hydroperoxyd ausiibt, sind wir aufmerksam geworden 
bei Versuchen iiber die Beeinflussung der Viscositét von Pektin"’. Die 
Fahigkeit der Ascorbinsiure, die Viscositaét von Lésungen gewisser 
hochmolekularer Stoffe wie Pektin, Hyaluronsiure, Chondroitin. 
schwefelsiure und Mucoiden in Gegenwart von Hydroperoxyd stark 
und schnell zu erniedrigen, ist trotz eingehender Untersuchungen" noch 
unvollstandig aufgeklirt. Mit Riicksicht auf die physiologische Be. 
deutung dieser Vorgiinge und auf deren Beziehung zu anderen Redukton. 
Wirkungen sind die folgenden Versuche angestellt worden. 


Zur Methodik der Viscositéts-Messungen 

Die Versuche wurden bei po 7 in Ostwaldschen Viscosimetern ausgefiihrt, 
die sich in einem auf 30° gehaltenen Thermostaten befanden. Als Puffer benutzten 
wir eine Mischung von Dinatriumphosphat und Citrat; die Puffersalze waren in 
den zu messenden Ascorbinsaurelésungen 0,1-molar. 

In der Regel wird die Viscositat einer Lésung durch n angegeben. Zu einfachen 
Vergleichen geniigt die Angabe der direkt beobachteten Durchstrémungszeit in 
Min. bei gegebenen Versuchsbedingungen. 

Vergleichende Versuche iiber den EinfluB von Ascorbinsiure und 
anderen Reduktonen in Gegenwart von Hydroperoxyd auf die Visco. 
sitét von Pektinlésungen hatten gezeigt, daB die starke viscositits. 
erniedrigende Wirkung allen untersuchten aci-Reduktonen (nicht 
der Dehydro-ascorbinsiure) zukommt. 

Die Abnahme der Viscositit im System Peltin, AS, Hydroperoxyd 
ist, wie friihere Versuche gezeigt haben, eine Funktion der AS- und 
Hydroperoxyd-Konzentrationen. Wir haben nun in Betracht gezogen. 
daB zunichst eine additionelle Verbindung der AS‘ mit dem Hydro- 
peroxyd eintritt, welche nach dem Massenwirkungsgesetz mit ihren 
Komponenten im Gleichgewicht steht. Die Existenz eines solchen Kom- 
plexes diirfte aus zwei Versuchen hervorgehen, bei denen die Konzen- 
trationen der Ascorbinsiiure und des Hydroperoxyds variiert wurden, 
so daB sich das gleiche Konzentrationsprodukt 2-10-> ergab (s. die 
Abbild.). Sofern keine Nebenreaktionen eintreten (etwa spontaner 
Verbrauch einer der beiden Reaktionskomponenten) sollte die Re- 
aktionsgeschwindigkeit (Geschwindigkeit der Viscosititsabnahme) im 
untersuchten pektinhaltigen System dem Konzentrations produk t pro- 
portional sein. 

Die Abbildung zeigt die nahe Ubereinstimmung der Kurven I und II, 
fiir die das Produkt AS x H,O, = 2-10-5 betragt. Die allgemeine Giiltig- 


13H. v. Euler u. H. Hasselquist, Ark. Kemi 8, nr. 37 [1955]. 


14 Beziiglich Pektin besonders von F. A. Henglein, Moderne Methoden der 


Pflanzenanalyse II, 226 (1955); H. Devel, J.Solms u.H. Altermatt, Vjschr. 
naturforsch. Ges. Ziirich 98, 49; Z. J. Kertesz, The Pectic Substances. New York. 
Intern. Publ. 1951; H. v. Euler u. M. L. Stein, Makromolekulare Chem. 15, 60 


[1955]. 
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keit dieser Beziehung ist schwer nachweisbar, da — wie die Kurven 
zeigen — die Reaktion unmeBbar schnell beginnt. 

Die Annahme eines Komplexes Ascorbinsiure-Hydroperoxyd erhalt 
gute Stiitzen durch neuere praparative Ergebnisse von Witkop und 
von D’'Ans. Witkop?® gelang es, intermediire, allerdings sehr labile 
Hydroperoxyde von Alloxan darzustellen, und D’Ans}!* konnte mit 
Mitarbb. Peroxyd-Derivate des Acetaldehyds erfassen. 

An sich gibt die Bildung eines Ascorbinsiiure-Komplexes des 
Hydroperoxyds noch keine Erklarung fiir die Aktivierung des Hydro- 
peroxydes oder die evtl. Erhdhung von dessen Oxydationspotential. 
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Abhangigkeit der Viscositat der Pektin-Lésung von der Reaktionszeit bei Variation 
der Ascorbinséure- und Hydroperoxyd-Konzentrationen. 


Man kann auf eine vermutlich analoge Erhéhung der Aktivitit von 
Wirkungsgruppen enzymatischer Prozesse hinweisen, z. B. auf die Ver- 
stirkung der Himinwirkung durch Tragerproteine oder der Cozymase 
durch Apodehydrasen. 

Bei der Wirkungserhéhung des Hydroperoxyds (bzw. der Hydro- 
peroxyd-Kisen-Verbindung) durch die Bindung an Reduktone oder an 
entsprechende o-Diketone diirfte es sich um einen elektrostatischen 
Induktionseffekt handeln, der zur gesteigerten Bildung der oxydations- 
vermittelnden Hydroxyle fiihrt. 


Die Systeme L-Ascorbinséiure, Hydroperoxyd, Alkohole 


Unter Verwendung von Alkoholen als Substrate konzentrierten wir 
unsere Versuche weiterhin auf das Studium der Eigenschaften und 
Wirkungen des Komplexes AS-Hydroperoxyd und auf den Nachweis 
eines eventuell daraus entstehenden Dehydro-ascorbinsiiure-peroxyds. 


15 B. Witkop, J. Amer. chem. Soc. 76, 5813 [1954]; Angew. Chem. 66, 744 
[1954]; siche auch S. Udefriend et al., J. biol. Chemistry 208, 731 [1954]. 
16 J. D’Ans u. Mitarbb., Angew. Chem. 66, 653 [1954]. 
12* 
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L-Ascorbinsiure + Hydroperoxyd + Eisenchlorid 

Eine Mischung von 0,88 g AS in 25 mi Wasser + 1,13 ml 30-proz. Hydn. 
peroxyd-Lésg. + 0,1 ml einer 5-proz. FeCl,-Lésg. wurde mit Wasserdampf dest]. 
liert, wobei das Destillat in eine salzsaure Lésung von Dinitrophenylhydrazin 
geleitet wurde. Nach 30 Min. hatten sich etwa 2 mg Acetaldehyd-dinitrophenyl. 
hydrazon abgeschieden. 

Bei Wiederholung dieses Versuchs unter Zusatz von Athanol trat sofort der 
Geruch des Acetaldehyds auf, und bei der Wasserdampfdestillation wurde eine 
bedeutend gréBere Menge des Dinitrophenylhydrazons erhalten. 

Ein Kontrollversuch mit 1,13 m/ 30-proz. Hydroperoxyd-Lésg. + 1 ml abs, 
Athanol + 0,1 mi Eisen(III)-chlorid-Lésung, in gleicher Weise wie oben mit 
Wasserdampf destilliert, ergab keinerlei Bildung von Acetaldehyd 

Es zeigte sich also, da8 Hydroperoxyd nur unter Mitwirkung von 
Ascorbinsaure imstande war, Alkohol in Acetaldehyd tiberzufiihren 
(Tab. 1). 


Tab. 1. Quantitative Bestimmungen des gebildeten Acetaldehyds im System: 
L-Ascorbinséure, Hydroperoxyd, Athanol und Fe(],. 





Reaktionsmischung : Versuch A j Versuch B 
Ascorbinsiure. . . . | 44mg 0,250 mMol | 44mg 0,250 mMol 
Hydroperoxyd, 30-proz.| 0,055 ml | 0,500 mMol 0,0275 ml | 0,250 mMol 
Athanol 0,05 ml | 1,000 mMol 0,05 ml | 1,000 mMol 
0,1 ml | 0,013 mMol 0,1 mil | 0,013 mMol 
20 mil 20 mil 
Die Vorlage, enthielt Dinitrophenyl- 
hydrazin. Gebildeter Acetaldehyd 
pro mMol AS 0,90 mMol 0,44 mMol 











Essigsiure wurde nicht gemessen. 


Das ReaktionsgefaB wurde von Stickstoff durchstrémt, der in die Hydrazin- 
lésg. geleitet wurde. Die Reaktion kam bei Zimmertemperatur sofort in Gang. Um 
eine quantitative Ausbeute sicherzustellen, wurde der Versuch 18 Stdn. fortgesetat 
und dann die Reaktionslésung erwirmt, um noch Reste von Acetaldehyd in die 
Hydrazinlésung iiberzufiihren. Das Hydrazon wurde auf einem gewogenen Glas- 
filter gesammelt, gewaschen und bei 50° getrocknet. Die Wagung (Versuch A) 
ergab 50,5 mg = 0,225 mMol Hydrazon. 

Aus 1 mMol Ascorbinsaéure entstand also 

(Versuch A) mit 0,500 mMol H,O, nahezu doppelt soviel Acetaldehyd als 
(Versuch B) mit 0,250 mMol H,0,. 

Die Ascorbinsaure verschwindet hierbei. Sie wird iibrigens auch ohne Alkohol 
durch das Hydroperoxyd +- Eisen(III)-chlorid verbraucht. Ohne Eisen(III)-chlorid 
tritt im untersuchten System keine Bildung von Acetaldehyd ein. 

Zur weiteren Aufklirung der Rolle, welche Ascorbinsiure im oxy: 
dativen Stoffwechsel spielt, wurden Versuche iiber die Oxydation von 
Athanol im System Dehydro-ascorbinsiiure, Hydroperoxyd, EKisen(IIl)- 
chlorid angestellt, und zwar mit den gleichen Konzentrationsverhilt- 
nissen der Komponenten wie bei obigen Versuchen mit Ascorbinsaure. 

Vers. B. 44mg AS ‘in 20 m/ Wasser gelést, wurden mit einer Lésung von 
50 mg p-Chinon 10 Min. geschiittelt. In der waBr. Schicht wurde mit TR fest 
gestellt, daB alle Ascorbinsiure oxydiert war; dann wurde aus der waBr. Lésung 
durch Ausschiitteln mit Ather alles gebildete Hydrochinon entfernt. Die wabr. 
Lésung wurde nach Entfernung des Athers im Vak. direkt verwendet. 
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Zur Bestimmung der Essigsiure im Versuch A (Tab. 2) wurde nach Ablauf 
der Reaktionszeit (24 Stdn.) die Reaktionsmischung in einen Destiliationskolben 
iibergefiihrt und bei Atmosphiarendruck abdestilliert. Das Destillat wurde in einem 
MeBkolben gesammelt, der 15 ml 0,1-n. NaOH + Phenolphthajein enthielt. Als die 
Reaktionsmischung zum gréBten Teil abdestilliert war, wurde der Riickstand auf 
das urspriingliche Volumen mit Was:er aufgefiillt und wiederum in den gleichen 
MeBkolben iiberdestilliert. Das Destillat wurde mit 0,1-n.HCl zuriicktitriert. 


Tab. 2. Bestimmung von Acetaldehyd und Essigsaure, erhalten mit 
Dehydro-ascorbinsaure. 





Reaktionsmischung : Versuch A Versuch B 
Dehydro-ascerbinsaure 217 mg 1,250 mMol | 43,5 mg 0,250 mMol 
Hydroperoxyd, 30-proz. 0,55 ml 5,000 mMol | 0,055 mi 0,500 mMol 
Athanol 0,25 ml 5,000mMol | 0,05 mi 1,000 mMol 
Fisen(III)-chlorid-Lésg. 0,25ml 0,013mMol}] 0,1 m/l 0,013 mMol 
Wasser 25 ml 20 ml 
Gebildet: Hydrazon . . 26,8 mg 0,119 mMol | 28,3 mg 0,126 mMol 
Gebildet: Essigsiure . . 5,2x0,1= 0,520 mMol — 








Auf 1mMol Dehydro-ascorbinsiure und 4mMole Hydroperoxyd 
entstehen 
0,09 mMole Acetaldeheyd und gleichzeitig 0,42 mMole Essigsaure, 
zusammen 0,09 + 0,42 = 0,51 mMole, entspr. 0,51 mMole oxydierten 
Athanols. 

Die Tab. 3 zeigt die Abhaingigkeit der Ausbeute an Essigsiure und 
Acetaldehyd von der Hydroperoxyd-Konzentration sowie die Gesamt- 
bilanz der angewandten Ascorbinsiure und Dehydro-ascorbinsiure nach 
beendeter Reaktion. 


Tab. 3. Abhangigkeit der Essigsiure- und Acetaldehyd-Ausbeute von der 
Hydroperoxyd-Konzentration. 





Nach der Reaktion enthalten Reaktionslésung 
und Vorlage die angegebenen Produkte in mMolen 





Reaktionslésung 
+ Fe* AS Dehydro-| Essig- | Acet- 

P of 
AS saure aldehyd ieee 


Essigsre. 


Versuch 





1 mMol Ascorbinsaure 
0,25 mMol H,O, 0,24 0,07 
4 mMol Athanol 





1 mMol Ascorbinsaure 
1 mMol H,0, 1,07 0,44 
4 mMol Athanol 





1 mMol Ascorbinsaure 
2 mMol H,0, 0,50 0,90 
4 mMol Athanol 





1 mMol Ascorbinsaure 
4 mMol H,0, 
4 mMol Athanol 
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Die Tabelle zeigt, daB bei kleinen Hydroperoxyd-Konzentrat ionen 
(Versuch 1 u. 2) die anwesende Menge Ascorbinséure nicht bzw. nur 
wenig verbraucht wird. Hier tritt die Katalysatorrolle der Ascorbin. 
sdure sehr deutlich hervor. Die mit 2 mMolen Hydroperoxyd erhaltenen 
Ergebnisse (Versuch 3) erscheinen auffallend. Wir setzen das Ergebnis 
in Zusammenhang mit einem Resultat von Deuel!’, der den Pektin. 
abbau durch Hydroperoxyd und Ascorbinsiure bei Zusatz von 
Alkohol verlangsamt findet. 

Im System Redukton, Hydroperoxyd, Pektin zeigte eine ver. 
gleichende Versuchsreihe, dai die oxydative Abbau-Wirkung des 
Triose-Reduktons erheblich schwacher ist als diejenige der 
Ascorbinsiure?’. Ein analoges Resultat ergibt sich beziigl. der Oxydation 
des Athanols. Durch den folgenden Versuch vergleichen wir das Oxy. 
dationsprodukt des Triose-Reduktons, den Mesoxaldialdehyd, mit 
der Dehydro-ascorbinsaure. 

22 mg Triose-Redukton, in 20 m/ Wasser gelést, wurden mit einer Ather. 
Lésung von 50 mg p-Chinon geschiittelt, bis kein Redukton mehr nachweisbar war. 


Das gebildete Hydrochinon wurde mit Ather ausgeschiittelt und der Ather im Vak. 
entfernt. 





Reaktionsmischung: Mesoxaldialdehyd g | 0,250 mMol 
Hydroperoxyd, 30-proz. . . . 0,500 mMol 

Athanol 1,000 mMol 

0,013 mMol 


0,072 mMol 


Mit 1 mMol Mesoxalaldehyd entstehen aus 4,00 mMolen 
Athanol 0,29 mMole Acetaldehyd, somit rund die Hialfte des mit 
Dehydro-ascorbinsiure unter den gleichen Bedingung entstehenden 
Aldehydes. 

Die beschriebene Oxydation des Athanols in Gegenwart von Hydro- 
peroxyd + Fe®© konnte nicht nur mit Ascorbinsiure durchgefiihrt 
werden, sondern auch mit anderen Reduktonen, und zwar sowohl mit 
aliphatisch-cyclischen als auch mit aromatischen, nimlich mit 3.4- 
Dioxy-5-methyl-tetron?®, mit 4-Phenyl-2-oxy-tetronimid?°, mit Pyro- 
gallol und Brenzcatechin, worauf wir in einer folgenden Mitteilung 
zuriickkommen. 

Die Reaktionskomponenten wurden immer in der Weise gemischt. 
da8B Eisen(III)-chlorid zuletzt zugesetzt wurde. Vor diesem Zusatz | 
konnte die Bildung von Acetaldehyd nicht wahrgenommen werden, 
nach dem Eisen(III)-chlorid-Zusatz wurde die Aldehydbildung schon 
in wenigen Sekunden deutlich. 


H. Deuel, Helv. chim. Acta 26, 2002, 2009ff. [1943]. 

H. v. Euler u. H. Hasselquist, Ark. Kemi 8, nr. 37 [1955]. 

F. Micheel u. H. Haarhoff, Liebigs Ann. Chem. 545, 28 [1940]. 
H. Dahn u. Mitarbb., Helv. chim. Acta 37, 1309 [1954]. 
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Bei der gleichen Reaktionstemperatur war im System Hydroper- 
oxyd, Athanol, Eisen(ITI)-chlorid (also in Abwesenheit von Ascorbin- 
siure) keine Reaktion wahrnehmbar. 


Herrn Ingenieur Erik Eriksson danken wir fiir die Mitwirkung bei der Aus- 
fiihrung der Versuche. 


Zusammenfassung 


Im System Ascorbinsiure, Hydroperoxyd, Athanol, Eisen(III)- 
chlorid wird die Bildung der Oxydationsprodukte Acetaldehyd und 
Essigsiiure nachgewiesen und fiir mehrere Hydroperoxyd-Konzen- 
trationen quantitativ bestimmt. Dabei zeigte sich die Rolle der Ascorbin- 
siure als Oxydationskatalysator. 

Im System Dehydro-ascorbinsiure, Hydroperoxyd, Athanol, Eisen- 
(III)-chlorid entstehen auf 1 mMol Dehydro-ascorbinsaure und 4 mMole 
Hydroperoxyd 0,09 mMole Acetaldehyd und gleichzeitig 0,42 mMole 
Essigsiiure, zusammen 0,51 mMole, entspr. 0,51 mMole oxydiertem 
Athanol. 

Im System Mesoxaldialdehyd (=- oxydiertes Triose-Redukton) 
Hydroperoxyd, Athanol, Eisen(III)-chlorid entstehen aus 4,00 mMol 
Athanol 0,29 mMole Acetaldehyd. 


Summary 


The formation of the oxidation products acetaldehyde and acetic 
acid in the system ascorbic acid, hydrogen peroxide, ethanol, ferric 


chloride, has been demonstrated and the formation determined quanti- 
tatively at various hydrogen peroxide concentrations. Ascorbic acid 
has been shown to act as a catalyst in the oxidation. In the system 
dehydroascorbic acid, hydrogen peroxide, ethanol, ferric chloride, 
1 millimole of dehydroascorbic acid and 4 millimoles of hydrogen per- 
oxide yield 0.09 millimole of acetaldehyde and 0.42 millimole of acetic 
acid, making a total of 0.51 millimole which is equivalent to 0.51 milli- 
mole of oxidized ethanol. In the system mesoxaldehyde (derived from 
the triose reductone by oxidation), hydrogen peroxide, ethanol, ferric 
chloride, 0.29 millimole of acetaldehyde is formed from 4.00 millimole 
of ethanol. 
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Stoffwechselversuche mit Fettsduren mittlerer Kettenlange 


IV. Mitteil.: Mittlere FettsAuren im Leberstoffwechsel 
Von 
Giinther Weitzel*, Harald Schén, Friedrich Gey und Ursula Roester 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. November 1955) 


In den vorangehenden Mitteilungen! *? dieser Reihe berichteten wir 
iiber das Verhalten von oral verabreichten Fettsiuren mittlerer Ket- 
tenlange im Hautstoffwechsel bei gewohnlicher Kost? und bei Cho- 
linmangel-Diat? sowie iiber Fiitterungsversuche mit Laurinsaure- 
Estern’. Aus diesen Untersuchungen ging hervor, daB die Haut ver- 
fiitterte Octan- und Decansiure in hGherem Mafe speichern kann, als 
es die Subcutis und die sonstigen Fettgewebe des Tierkérpers vermégen. 
Die auBere Haut nimmt hier eine Ausnahmestellung ein, denn mittlere 
Fettsaiuren sind in den Fettgeweben des héheren Tieres im allgemeinen 
nicht oder nur in Spuren depotfahig. Auch hierbei zeigt sich die den 
Fettsiuren mittlerer Kettenlangen zukommende biologische Sonder- 
stellung‘, die am deutlichsten bei den Monocarbonsiuren C,—C,, aus- 
gepragt ist. 

Aus einer alteren Arbeit von Lebedeff® geht bereits hervor, dai 
nach der Verfiitterung von Butterfett oder von Tributyrin, wenn iiber- 
haupt, nur ein sehr geringer Anstieg der fliichtigen Fettsiuren in den 
Depotfetten festzustellen ist. Eckstein® sowie Davis’? kamen zu dem 
Ergebnis, daB® die Verfiitterung der Kettenliingen C, und C, nicht zu 
einer Verinderung der Verseifungszahl des Depotfettes fiihrte, obwohl 
eine deutliche Senkung der Jodzahl festzustellen war. Powell® ver- 
fiitterte an Ratten die Trigly ceride von Octan- und Dodecansiure in 
hohen Dosen. Dabei war eine Ablagerung von Octansaure im K6rper- 
fett héchstens in Spuren festzustellen, denn die Verseifungszahl zeigte 
nur eine geringfiigige Anderung. Dagegen lie& sich auch hier eine Senkung 


* Jetzige Anschrift: GieBen, Friedrichstr. 24, Physiol.-chemisches Institut 
der Justus-Liebig-Hochschule. 

1G. Weitzel, H.Schén, F. Gey u. H. Kalbe, diese Z. 301, 118 [1955]. 

2 F. Gey, H.Schén, H. Kalbe u. G. Weitzel, diese Z. 801, 132 [1955]. 

3H. Schon, F. Gey, F.-J. Streckeru. G. Weitzel, diese Z. 301, 143 [1955]. 

4G. Weitzel, Dtsch. med. Wschr. 75, 1616 [1950]. 

5 A, Lebedeff, diese Z. 6, 139 [1882], bes. S. 152—154. 

6 H. Eckstein, J. biol. Chemistry 81, 613 u. 84, 353 [1929]. 

7 R. Davis, J. biol. Chemistry 88, 67 [1930]. 

8 M. Powell, J. biol. Chemistry 89, 547 [1930]. 
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der Jodzahl des Kérperfettes nachweisen. Das Triglycerid der Dodecan- 
siure fiihrte jedoch zu einer betrachtlichen Ansammlung der Ketten- 
linge C,, im Depotfett der Ratten. Dieser letztere Befund stimmt mit 
dem allgemeinen Verhalten der Laurinsiure im Fettstoffwechsel tiber- 
ein: Laurinsaure steht an der oberen Grenze der Fettsiuren mittlerer 
Kettenlinge und verhalt sich in verschiedener Hinsicht bereits ahnlich 
wie die kérpervertrauten héheren Fettsiauren. 

In der II. Mitteilung? priiften wir den Ubergang verfiitterter 
nittlerer Fettsiuren in das Hautfett bei cholinarmer Kost; in der 
III. Mitteilung* (Fiitterungsversuche mit Laurinsiure-Estern) arbeiteten 
wir zum Teil ebenfalls mit Cholinmangel- Diiten. In diesen Versuchen 
mit oraler Zufuhr groBer Mengen mittlerer Fettsiuren traten die als 
Folge des Cholinmangels zu erwartenden Leberverfettungen bei einigen 
— aber nicht bei allen — Versuchsgruppen nur in abgeschwachtem 
MaBe oder gar nicht auf, wahrend die Parallelversuche mit Olivendl 
oder Schweineschmalz starke Fettlebern hervorriefen. 

Da nun aus den obengenannten Literaturangaben und aus unseren 
eigenen Untersuchungen hervorgeht, da mittlere Fettsiuren, abgesehen 
von der Ausnahmestellung der auBeren Haut, im Koérperfett prak- 
tisch nicht depotfahig sind, war die Frage zu klairen, inwieweit bei 
mittleren Fettsiuren die Tendenz zur Leberverfettung besteht und 
welche Kettenlaingen in solchen Fettlebern abgelagert werden, die nach 
Fiitterung mittlerer Fettsiuren bei Cholinmangelkost sich ausbilden. 
Wird das Prinzip der Nicht-Ablagerung mittlerer Fettsiuren 


im Kérperfett von der im Cholinmangel befindlichen Leber 
durchbrochen? Nachstehend berichten wir daher iiber Fiitterungs- 
versuche mit Glyceriden mittlerer Fettsiuren an Cholin- 
mangel-Ratten, deren Lebern fettchemisch aufgearbeitet wurden. 
Zum Vergleich arbeiteten wir in Parallelversuchen einerseits mit cholin- 
suffizienter Nahrung, andererseits mit langkettigen Fetten natiirlicher 
Herkunft bei gleichzeitigem Cholinmangel. 


Methodik 


Substanzen: Wir verwandten wie in den vorangehenden Arbeiten mittlere 
Fettsiuren natiirlicher Herkunft. Diese verfiitterte man entweder in Form eines 
Mischglycerids von Octan-, Decan- und Dodecansdure oder als einsaurige Tri- 
glyceride. Lediglich Laurinséure wurde zum Teil in Form ihres Athylesters ver- 
abreicht, da der Schmelzpunkt des Laurinsaure-triglycerides rund 9° iiber Kérper- 
temperatur liegt. Wir danken den Imhausen-Werken, Witten (Ruhr), fiir die 

berlassung reinster Fettsiureglyceride. 

Fiitterungsversuche: Als Versuchstiere dienten einerseits weiBe Labo- 
ratoriumsratten, andererseits reine Sprague-Dawley-Stémme. Versuchsdauer drei 
Wochen, danach Tétung der Tiere durch Dekapitieren in leichter Athernarkose. 
Jede Versuchsgruppe bestand, wenn nichts anderes vermerkt ist, aus 10 Tieren; 
in den Cholinmangel-Versuchen wurden wachsende Ratten mit einem Anfangs- 
gewicht von 80 bis 90 g benutzt. Die genaue Zusammensetzung der von uns be- 
nutzten, Cholinmangel-Diat ist in der II. Mitteilung? angegeben. Es handelt sich um 
eine Casein-Rohrzucker-Diat, der man je nach Versuchsanordnung Fettmengen in 
Hohe von 10 bis 40 Gewichtsprozent des Gesamtfutters beigab. 
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Gewinnung des Leberfettes: Sofort nach der Tétung der Tiere entnahm 
man die Leber und legte das Organ nach Bestimmung des Frischgewichtes in 
Aceton ein. Die Aufarbeitung der Lebern zwecks Gewinnung des Leber-Gesamt. 
fettes ist in der III. Mitteilung* genau beschrieben. Fiir die Bestimmung der Ver. 
seifungs- und Jodzahlen der Leberfette sowie der Aquivalentgewichte danken wir 
Fraulein Dr. A.-M. Fretzdorff (Med. Forschungsanstalt, Biochemische Ab. 
teilung, Gottingen). 

Isolierung der wasserdampffliichtigen Fettsiuren des Leber. 
fettes: Die aus der Leber erhaltenen Gesamtlipide wurden nach Bestimmung der 
Kennziffern verseift, wobei je nach der vorhandenen Menge 3 bis 10 g Fett ein. 
gesetzt wurden. Die Verseifung, die Abtrennung des Unverse’fbaren sowie die 
Isolierung der fliichtigen Fettsiuren durch Wasserdampfdestillation fiihrten wir 
im wesentlichen in derselben Weise durch, wie es in der I. Mitteilung! fiir die Auf. 
arbeitung des Haut- bzw. Unterhautfettes beschrieben ist. Destillat- Volumen: 
500 cem Wasser pro 3,5 g eingesetztes Fett. Destillationsgeschwindigkeit: ctwa 
10 cem/min. Die erhaltenen Mengen fliichtiger Fettséuren werden in der vor. 
liegenden Arbeit (s. Tab. 3) jeweils angegeben als ,,mg fliichtige Fettsiuren pro 
10 g Leberfett‘*. Hierzu ist jeweils das mittlere Aquivalentgewicht der betreffenden 
fliichtigen Fettsaiuren zu beriicksichtigen, da die Wasserdampfdestillation unter 
unseren Versuchsbedingungen neben den mittleren Fettsiuren unter Umstinden 
auch nennenswerte Anteile héherer Fettsiuren in das Destillat tiberfiihrt. Hierauf 
wiesen wir bereits in der I. Mitteilung', S. 120, hin. Neben dem mittleren Aquiva- 
lentgewicht der wasserdampffliichtigen Fettsiuren liefert die papierchromato. 
graphische Trennung, die wir ebenfalls durchfiihrten, weitere Aufschliisse tiber die 
Zusammensetzung des Wasserdampfdestillats. Die papierchromatographische 
Methodik ist die gleiche, die wir auch in der IJ. Mitteilung? anwandten. Fiir die 
Ausfiihrung der papierchromatographischen Analysen danken wir Herrn Detlev 
Luckmann (Med. Forschungsanstalt, Biochemische Abteilung, Géttingen). 


Ergebnisse 

Leberfett nach Verfiitterung mittlerer Fettsiuren bei 
Normalfutter 

Raper® hatte schon 1913 auf Grund von Fiitterungsversuchen mit 
Kokosél angenommen, daB die niedriger schmelzenden Fettsaiuren des 
Kokosdls (d. h. die mittleren Kettenlingen) nach der Resorption direkt 
in das Blut iibertreten. Heute ist sichergestellt, daB die oral zugefiihrten 
mittleren Fettsiuren nach der Darmwandpassage in der Vena portae 
zur Leber wandern!®!!, Wir priiften daher zunichst durch Zusatz der 
Glyceride mittlerer Fettsiuren zum Normalfutter, d.h. bei cholin- 
suffizienter Kost, ob Fettgehalt und Kennziffern des Leberfettes unter 
dem Einflu8 oral zugefiihrter mittlerer Fettsiuren Abweichungen er- 
kennen lassen. 

Wie aus Tab. 1 hervorgeht, liegt der Fettgehalt der Frischleber bei 
den benutzten Sprague-Dawley-Ratten zwischen 4 und 6%, wenn 
Normalfutter (gewéhnliches Kérnerfutter) verabreicht wird. Die Ver- 
seifungszahl des Leberfettes schwankt um 200, die Jodzahl bewegt sich 


® H.S. Raper, J. biol. Chemistry 14, 117 [1913]. 
10 B. Bloom, J. L. Chaikoff u. W. O. Reinhardt, Amer. J. Physiol. 166, 


451 [1951]. 
J. K. Kiyasu, B. Bloom u. J. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 199, 415 


[1952]. 
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Tab. 1. Leberfett nach Verfiitterung von Glyceriden mittlerer Fettsiuren bei 
Normalfutter (kein Cholinmangel!). 


(Dreiwéchige Versuche an je 10 Sprague-Dawley-Ratten). 


Leberfett 


Anteil mittlerer Fettsiuren am Fettgehalt 
Gesamtfutter der Frisch- | VZ | JZ 
leber in % 











--- Normalfutter 198,8 | 108,6 
--- Normalfutter 204,5 | 84,7 
40% Octansaure-triglycerid ... . 205,7 | 78,3 
40°, Decansaure-triglycerid . .. . 4,0 212,1 | 65,8 
10% Undecylensiure-triglycerid. . . 202,5 | 82,4 
10°, Undecansaure-triglycerid .. . 197,4 | 85,5 
10° Laurinséure-athylester . .. . 202,7 | 74,9 
30% Laurinsaure-triglycerid 
+10% Laurinsaure-ithylester ... . 217,9 | 80,4 
9 10% Mischglycerid C,C,,C,. . . . . 197,2 | 89,4 
10 37% Mischglycerid CyCy9Cy. . - . - 213,7 | 67.8 


DADS wD 














zwischen 80 und 110. Uberblickt man die in Tab. 1 zusammengestellten 
10 Versuchsgruppen, so zeigen sich im Fettgehalt der Frischleber keine 
besonders auffallenden. Werte; Fettlebern treten nicht auf, der in Gruppe 
Nr. 10 gefundene Fettgehalt von 7,2°% liegt noch an der oberen Grenze 
des normalen Bereichs. Auch die Verseifungs- und Jodzahlen zeigen 
keine sehr erheblichen Abweichungen von der Norm. Bemerkenswert 
erscheint, daB die Versuchsgruppe 3 nach Verfiitterung von Octansiiure- 
triglycerid in sehr hohen Dosen (40 Gew.-°% der Kost) eine véllig normale 
Verseifungszahl des Leberfettes aufweist ; das gleiche gilt fiir die Jodzahl. 
Wenn gréBere Octansiure-Mengen im Leberfett enthalten waren, so 
hatte eine betrachtliche Zunahme der Verseifungszahl und eine starke 
Abnahme der Jodzahl eintreten miissen. Ahnliche Folgerungen ergeben 
sich aus den Leberfettanalysen der Versuchsgruppe 4, welche 40° der 
Kost in Form des Decansiure-triglycerids erhielt. Hier ist zwar eine 
leichte Erhéhung der VZ (212) und eine geringe Senkung der JZ (66) 
festzustellen; jedoch spricht dies nur fiir das Vorhandensein sehr 
geringer Mengen von Decansiure im Leberfett. In ganz ahnlicher 
Weise verhilt sich das Leberfett in den Versuchsgruppen 5 und 6, 
welche Undecylensiiure- bzw. Undecansiure als Triglycerid verabreicht 
bekamen. In diesen beiden Versuchen sind sowohl die Mengen wie die 
Kennziffern des Leberfettes véllig normal. 

Unter den mittleren Fettsiuren bildet, wie einleitend erwihnt, die 
Laurinsiiure den Ubergang zu den hoheren Fettsiauren. Dies prigt sich 
unter anderem darin aus, da8 Laurinsiure in wesentlich hdherem MaBe 
depotfihig ist als die Fettsiiuren mittlerer Kettenliinge unter C,,, so 
daB am ehesten in Fiitterungsversuchen mit Laurinsaure eine Aufnahme 
in das Leberfett zu erwarten war. Damit iibereinstimmend findet sich 
in Versuchsgruppe 8, welche einen hohen Laurinsiure-Anteil mit der 
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Nahrung erhielt, die héchste Verseifungszahl (218) aller Gruppen der 
Tab. 1. Dies spricht fiir die Depotfahigkeit der Laurinsiure auch im 
Leberfett, im Gegensatz zu dem Verhalten der Fettsiuren C, bis (,,. 
Betrachtet man unter diesem Gesichtspunkt die Kennziffern des Leber- 
fettes der Versuchsgruppen 9 und 10, welche ein Mischglycerid aus 
Octan-, Decan- und Dodecansiure erhielten, so mu8 man annehmen. 
da8B von diesem Mischglycerid nur die Kettenlinge C,, in nennenswerter 
Menge im Leberfett speicherfahig ist, wihrend dies fiir Cg und C,, nicht 
gilt. Da das Futter der Versuchsgruppe 9 nur 10° des Mischglycerids 
enthielt, ist damit die gefiitterte Laurinsiiure-Menge (3 bis 4°% des 
Futters) zu gering, um die Kennziffern des Leberfettes zu beeinflussen: 
Verseifungs- und Jodzahl des Leberfettes der Versuchsgruppe 9 sind 
véllig normal. Anders verhialt sich dagegen die Versuchsgruppe 10, 
welche das Mischglycerid in wesentlich héherer Dosis (379% der Kost) 
aufnahm. Hier macht sich eine deutliche Erhéhung der VZ (214) bei 
gleichzeitiger Senkung der JZ (68) bemerkbar. Diese Veranderung in 
der Zusammensetzung des Leberfettes diirfte mit Sicherheit auf einer 
selektiven Aufnahme von Laurinsiiure beruhen. Somit zeigen die in 
Tab. 1 zusammengefaBten Ergebnisse, dafs die gesunde, nicht im Cholin- 
mangel befindliche Leber die mittleren Kettenlingen C, bis C,, héchstens 
in Spuren in ihre Lipide einbaut. 























Leberfett nach Verfiitterung mittlerer Fettsaiuren bei 
Cholinmangel-Kost 

Tab. 2 zeigt wiederum 10 Rattengruppen, welche bei Cholinmangel- 
kost Glyceride mittlerer Fettsiuren bzw. aus Vergleichsgriinden Natur- 
fette verabreicht bekamen. Es handelt sich bei diesen Versuchsgruppen 
ausschlieBlich um sog. weiBe Laboratoriums-Reinzuchtratten, nicht 
um reine Inzuchtstimme des Sprague-Dawley-Stammes. Betrachtet 
man die in den Versuchsgruppen 11, 12 und 13 erhaltenen Ergebnisse, 
so stellt man starke Leberverfettungen fest. Diese Gruppen erhielten 
Schweineschmalz oder Oliven6l in grofen Mengen (37 bis 40 Gew.-°% der 
Kost) und entwickelten ausgeprigte Fettlebern, wobei der Leberfett- 
gehalt im Gruppendurchschnitt zwischen 15 und 35% des Frisch- 
gewichtes lag. Die Verseifungs- und Jodzahlen des Leberfettes kénnen 
naturgemaéB keine Aufschliisse iiber den Einbau der verfiitterten Fett- 
siuren in das Leberfett geben, da die Kennziffern der verfiitterten Fette 
denjenigen des Leberfettes sehr ahnlich sind. 

Eine zusammenfassende Betrachtung des Leberfettgehaltes der 
Versuchsgruppen 14 bis 20, welche Glyceride mittlerer Fettsaiuren 
erhielten, 1a8t Fettlebern vermissen. Den relativ héchsten Wert 
findet man in der Versuchsgruppe Nr. 16, welche das Mischglycerid der 
Fettsiuren C,, Cj, und C,, in groBen Mengen erhielt, jedoch nur 10%, 
Fett in der Frischleber aufwies. Die anderen Gruppen zeigen nur an- 
gedeutete oder iiberhaupt keine Leberverfettungen. Zur Erklarung-dieses 
auffallenden Verhaltens ist zunichst zu fragen, ob in den Fiitterungs- 
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Tab. 2. Leberfett nach Verfiitterung von Naturfetten und von Glyceriden mittlerer 
Fettsauren bei Cholinmangelkost. 


(Wachsende Laboratoriums-Reinzuchtratten, 80—90 g Anfangsgewicht). 





























ini Leberfett 

a 

Gruppe | qer | Fettanteil der Cholinmangelkost | Fettgehalt 
Nr. | tiere der Frisch- | VZ | JZ 

leber in % 

11 10 ot gona ee 14,9 202,5 | 88,7 
12 5 | 40% Schmalz + 2% Cholesterin 19,9 198,6 | 84,2 
13 6 40% Olivendl . . 2... .. 35,5 180,7 | 89,5 
14 10 20% Mischglycerid C,C,9C,. . . 7,7 194,1 | 78,9 
15 10 | 37% Mischglycerid C,C,.C,. . . 8,5 212,9 | 77,5 
16 10 | 40% Mischglycerid C,C,.C,. . . 10,0 201,5 | 75,2 
17 6 40%, Octansaure-triglycerid . . 8,2 183,2 | 95,6 
18 10 40% Octansaure-triglycerid . . 3,9 221,2 | 90,2 
19 10 10% Decansaure-triglycerid . . 7,0 228,9| — 
20 10 40°, Decansaure-triglycerid . . 347 214.6 | 103.7 





versuchen mit mittleren Fettsiuren bei Cholinmangelkost Gewichts- 
abnahmen der Tiere auftraten. Dann wiirde sich die fehlende Leber- 
verfettung als Hungereffekt erklaren lassen. Waihrend der dreiwéchigen 
Versuchsdauer verminderte sich das Kérpergewicht bei zwei Ver- 
suchsgruppen der Tab.2 (Nr. 16 und 20), wobei durchschnittliche 
Gewichtsabnahmen von 17 bzw. 14% der Anfangsgewichte auftraten. 
Bei drei weiteren Versuchsgruppen (Nr. 17, 18,19) blieb das Ké6rper- 
gewicht konstant, wihrend es bei den Gruppen 14 und 15 zu durch- 
schnittlichen Gewichts-Zunahmen von 9 bzw. 18% des Anfangs- 
gewichtes kam. Daraus ergibt sich, daB nur in zwei Gruppen die Ab- 
nahme des Ké6rpergewichtes als Erklarung der mangelnden Leber- 
verfettung herangezogen werden kann, wihrend man in den anderen 
Fallen ein besonderes Verhalten der mittleren Fettsiuren insofern an- 
nehmen mu, als die Ausbildung von Fettlebern hier weniger Jeicht 
erfolgt als bei Zufuhr héherer Fettsiuren. 

Abgesehen von der fehlenden Leberverfettung kann man in gleicher 
Weise wie in Tab. 1 aus den Kennziffern des Leberfettes Riickschliisse 
auf etwaige Ablagerung der verfiitterten mittleren Fettsiuren im Leber- 
fett ziehen. In den Versuchsgruppen 14, 15 und 16 mit Fiitterung des 
Mischglycerids C, Cy) C,, ist die Verseifungszahl des Leberfettes nur in 
Gruppe 14 leicht erhéht (213), wihrend die Versuchsgruppen 15 und 16 
Normalwerte aufweisen. Auch die Jodzahlen lassen keine Besonder- 
heiten erkennen. Versuchsgruppe 18 zeigt als Folge der Octansiure- 
zufuhr eine deutlich erhéhte Verseifungszahl, wahrend sich die héchste 
Verseifungszahl aller Gruppen der Tab. 2 nach Fiitterung von Decan- 
siure-triglycerid bei der Versuchsgruppe 19 findet. Die hier ermittelte 
Verseifungszah] von 229 spricht fiir die Anwesenheit nennenswerter 
Decansiureanteile im Leberfett. 
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Zusammenfassend ergibt sich aus den 10 Versuchsgruppen der 
Tab. 2 wiederum wie in den Versuchen ohne Cholinmangel, da’ mitt!ere 
Fettsiuren in sehr kleinen Anteilen in das Leberfett aufgenommen 
werden und dadurch unter Umstiinden die Verseifungszahl etwas erhéhen 
kénnen. Es ergeben sich aber keine Hinweise fiir eine massive Ab- 
lagerung mittlerer Fettsiuren im Leberfett bei Cholinmangelkost. Aller- 
dings entwickelten die in diesen Versuchen benutzten Laboratoriums- 
ratten bei Belastung mit mittleren Fettsiuren keine oder nur schwach 
ausgeprigte Fettlebern, wihrend sie auf langkettige Fette, wie Schmalz 
oder Olivenél, mit hochgradiger Leberverfettung ansprachen. Dadurch 
liBt sich an diesen Ratten die eingangs gestellte Frage nach einer 
etwaigen Ablagerung gréBerer Mengen verfiitterter mittlerer Fettsaiuren 
in der Leber bei hochgradiger Verfettung nicht priifen. Wir beob- 
achteten jedoch bei anderen Rattenstiimmen, insbesondere bei den 
reinen Sprague-Dawley-Inzuchtstiimmen, ausgeprigte Fettlebern auch 
bei Verfiitterung mittlerer Fettsiuren; hierauf gehen wir im folgenden 
Abschnitt ein. 

Fiitterung mittlerer Fettsiuren an Sprague-Dawley- 
Ratten bei Cholinmangelkost 

Eine Aufarbeitung des Leberfettes im Hinblick auf die darin ent- 
haltenen wasserdampffliichtigen mittleren Fettsiuren versprach vor 
allem dann Erfolg, wenn gréBere Mengen an Leberfett vorhanden waren. 
Da Sprague-Dawley-Ratten bei Cholinmangelkost auch bei Zufuhr 
mittlerer Fettsaiuren stirkere Fettlebern entwickeln, verseiften wir das 
aus derartigen Fettlebern erhaltene Fettgemisch, trennten das Unver- 
seifbare ab und isolierten die mittleren Fettsiuren durch Wasserdampf- 
destillation. Die Bestimmung des Mengenanteils mittlerer Fettsauren 
am Gesamtfett erlaubte zugleich mit der Feststellung des mittleren 
Aquivalentgewichts und der Papierchromatographie des Fettséure- 
gemisches genauere Angaben iiber die prozentualen Anteile mittlerer 
Fettsiuren im Lipidgemisch von Fettlebern, welche wahrend der Ver- 
fiitterung groBer Mengen mittlerer Fettsiiuren entstanden sind. 

Tab. 3 zeigt 15 Versuchsgruppen, von denen die Gruppen Nr. 21 
bis 24 als Vergleichsversuche zu bewerten sind. Gruppe Nr. 21 erhielt 
als einzige von Tab. 3 keine Cholinmangelkost; die mitgeteilten Werte 
geben Aufschlu8 iiber die im normalen Leberfett enthaltenen wasser- 
dampffliichtigen Fettsiuren. Man erkennt, daf pro 10g Leberfett 
265 mg Fettsiuren mit Wasserdampf fliichtig gehen. Das Aquivalent- 
gewicht (251,2) sowie die Papierchromatographie zeigen jedoch, da8 
dabei weder Octan- noch Decansiiure und nur Spuren von Dodecansaure 
auftreten. Es handelt sich hier um ein Beispiel fiir die bereits friiher' 
erwihnte Beobachtung, daB bei intensiver Wasserdampfdestillation 
auch héhere Fettsiuren in kleinen Mengen mit iibergehen. 

In Gruppe Nr. 22 ist ein Rattenversuch aufgefiihrt, in welchem die 
reine K ohlenhydrat-Cholinmangelkost ohne jeden Fettzusatz 


gegeben wurde. 
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Tab. 3. Bestimmung der wasserdampffliichtigen Fettsiuren im Leberfett nach 
Fiitterung mittlerer Fettsiuren bei Cholinmangelkost. 


(Dreiwéchige Versuche, Gruppen zu je 10 Sprague-Dawley-Ratten). 





Wasserdampffliichtige Fettsaiuren 
im Leberfett 
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Fettanteil der Cholinmangelkost 
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mg proj 5 PCG 
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Gruppe Nr. 
Fettgehalt 
der Frischleber 





265 
130 


Normalkost 

Cholinmangelkost ohne Fettzus. 
10% Olivenél 107 
20% Olivendl 187 
10% Mischglycerid C,C,9C,.. . 287 
10°%, Mischglycerid C,C,,C,. . . 227 
20% Mischglycerid CyC,9Cy. . . | 2 370 
20° Mischglycerid C,C,9C,, . . : 313 
30% Mischglycerid C,C,5C,. . . 590 
40°, Octansaure-triglycerid . . 246 
40°, Octansaure-triglycerid . . 182 
40°, Octansaure-triglycerid . . 183 
40°, Decansaure-triglycerid . . 439 
40%, Decansaure-triglycerid . . 314 Piet 
10°, Dodecansiure-athylester . 336 — 
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Auch hier zeigt die Aufarbeitung des Leberfettes, da8 mittlere 
Fettsiuren nicht darin enthalten sind. Das gleiche gilt fiir die Gruppen 23 
und 24 (Verabreichung von 10 bzw. 20% Olivenél bei Cholinmangel), 
die zwar ausgeprigte Fettlebern zeigen, deren Lipide jedoch offenbar 
nur langkettige Fettsiuren enthalten. Denn ebenso wie bei der in 
Gruppe Nr. 22 auf reiner Kohlenhydratbasis erhaltenen Fettleber er- 
weisen sich die geringen, mit Wasserdampf iibergehendén Sauremengen 
auf Grund der Aquivalentgewichtsbestimmung und der Papierchromato- 
graphie als langkettig; héchstens Laurinsiure ist in Spuren anwesend. 

Vergleicht man hiermit die Versuchsgruppen 25 bis 29, welche ein 
Mischglycerid aus Octan-, Decan- und Dodecansaure in An- 
teilen von 10 bis 30% der Kost als Zusatz zum Futter erhielten, so stellt 
man wie bei den vorangehenden Olivenél-Gruppen ausgepriigte Fett- 
lebern fest, jedoch keine besonders grofe Steigerung des Anteils wasser- 
dampffliichtiger Fettsiiuren im Leberfett. Die aus 10 g Fett zu isolieren- 
den wasserdampffliichtigen Fettsiuren liegen zwar nun im Bereich von 
227 bis 590 mg, doch entspricht dies nur rund 2,5 bis 69% der Gesamt- 
fettsiuren des Leberfettes. Die mittleren Aquivalentgewichte der ge- 
wonnenen wasserdampffliichtigen Fettsiiuren entsprechen einer durch- 
schnittlichen Kohlenstoffzahl von etwa C,,. bis C,,. Daraus geht hervor, 
da8 mittlere Fettsiuren jetzt im Leberfett enthalten sind und mit 
Wasserdampf iibergehen. Besonders deutlich zeigt die Papierchromato- 
graphie der fliichtigen Fettsiuren, daB die 3 verfiitterten Kettenlangen 
C,Cy9 Cy, in das Leberfett aufgenommen worden sind. 
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Zu entsprechenden Ergebnissen kommt man bei der Betrachtung 
der Versuchsgruppen Nr. 30 bis 36, welche mit dem Futter die Glyceride 
der einheitlichen mittleren Fettsiiuren erhielten. Hier finden sich 
ebenfalls deutliche Leberverfettungen, jedoch sind auch hier die aus 
dem Leberfett isolierten wasserdampffliichtigen Fettsaiuren in ihrer 
Menge auffallend gering. Denn man gewann aus 10 g Leberfett je 182 
bis 439 mg der verfiitterten mittleren Fettsaure, eine Menge, die wiederum 
nur wenigen Prozent der Gesamtfettsiuren des Leberfettes entspricht. 
Die mittleren Aquivalentgewichte der fliichtigen Fettsauren des Leber. 
fettes weisen darauf hin, daB im Wasserdampfdestillat in der Hauptsache 
die gleiche mittlere Fettsiiure enthalten ist, die in groBen Mengen ver. 
fiittert wurde. Die Papierchromatographie zeigt mit aller Deutlichkeit, 
da8 im Wasserdampfdestillat nach Octansiure-Fiitterung die Octan- 
siure, nach Decansiure-Fiitterung die Decansiure und nach Dodecan- 
siure-Fiitterung die Dodecansiure ganz iiberwiegend vorhanden ist. 

Da die Wasserdampfdestillation der Leberfettsiuren in den Ver- 
suchsgruppen der Tab. 3 teils nur Spuren, nach Fiitterung groBer Mengen 
mittlerer Fettsiuren bestenfalls Anteile von einigen Prozent der Ge. 
samtfettsiuren als wasserdampffliichtige Fraktionen lieferte, mute die 
iiberwiegende Menge der Leberfettsiuren, also der nicht tibergegangene 
Anteil, langkettig sein. Dies geht aus den Aquivalentgewichten hervor: 
Die mit Wasserdampf nicht iibergegangenen Fettsiureanteile nahmen 
wir in Petrolither auf und gewannen sie nach Trocknen und Abdestil- 
lieren des Petrolithers zuriick. Die mittleren Aquivalentgewichte dieser 
Fettsiurefraktionen erbrachten Werte, die einer durchschnittlichen 
Kohlenstoffzahl von C,, bis C,, entsprechen. Beispielsweise belief sich 
das mittlere Aquivalentgewicht der nicht-fliichtigen Leberfettsauren in 
Versuchsgruppe (s. Tabelle 3) Nr. 25 auf 271,7, in Gruppe Nr. 26 auf 
294,3, in Gruppe Nr. 28 auf 289,2, in Gruppe Nr. 29 auf 276,3, in Gruppe 
Nr. 31 auf 291,7, in Gruppe Nr. 35 auf 287,8 usw. 

Die in Tab. 3 aufgefiihrten Ergebnisse der 15 Rattengruppen Nr. 21 
bis 35 erlauben eine Beantwortung der einleitend in der vorliegenden 
Arbeit aufgeworfenen Fragestellung: Wird das Prinzip der Nicht- 
Ablagerung mittlerer Fettsiuren im Kérperfett von der im Cholin- 
mangel befindlichen Leber durchbrochen? Es ergibt sich, daB dieses 
Prinzip nieht durchbrochen wird, denn die im Cholinmangel bei gleich- 
zeitiger Gabe grcBer Mengen mittlerer Fettsiuren entstehende Fettleber 
enthailt nur wenige Prozent mittlerer Fettsiuren, waihrend rund 95°, 
der Fettsiuren des Leberfettes langkettig sind. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die vorstehend mitgeteilten, an 35 Rattengruppen erhobenen Be- 
funde geben Aufschlu8 iiber zwei eng zusammenhingende Probleme: 
1. Fiihren oral verabreichte mittlere Fettsiuren bei Cholinmangel in 
gleichem MaBe zu Fettlebern, wie dies bei héheren Fettséuren der Fall 
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ist ? und 2. Sind in Fettlebern, welche wihrend der Fiitterung mittlerer 
Fettsiuren entstehen, die zugefiihrten mittleren Fettsiuren depotfihig ? 

In der Literatur finden sich einige Hinweise auf ein besonderes 
Verhalten mittlerer Fettsiuren bei der Ausbildung von Fettlebern im 
Cholinmangel. Stetten und Salcedo verfiitterten in Form der 
Athylester die geradzahligen Fettsiuren von Buttersiure bis Stearin- 
siure in hohen Dosen an junge, wachsende Ratten bei gleichzeitiger 
Cholinmangelkost. Dabei stellten sie fest, daB im Gegensatz zu den 
langkettigen Fettsiuren keine ernsthaften Leberverfettungen 
auftraten, wenn die Athlester der Fettsiuren mit weniger als 12 
Kohlenstoffatomen verfiittert wurden. Auch Marianne Lev y?* fand 
in ihren Untersuchungen, daB Fettlebern, die bei cholinarmer Kost an 
200 g schweren Ratten mit Schweineschmalz herbeigefiihrt wurden. 
nach Ersatz des Schweinefettes durch Laurinsaure-triglycerid nicht 
oder erst nach sehr langer Zeit auftraten. Damodaran und Raman" 
verfiitterten die wasserdampffliichtigen Fettsiuren des Butterfettes 
(15°% der Diit) tiber 35 Tage an Cholinmangelratten, ohne dai Fett- 
lebern auftraten. 

Auch in unseren Versuchen mit Verabreichung mittlerer Fettsiuren 
bei cholinarmer Kost an Laboratoriums-Reinzuchtratten (s. o. Tab. 2) 
traten nur geringe Leberverfettungen oder gar keine Steigerungen des 
Fettgehaltes der Lebern auf, obwohl die Parallelversuche mit Schweine- 
schmalz oder Olivenél zu hochgradigen Fettlebern fiihrten. Man kann 
aus allen diesen Befunden schlieBen, da nach Verfiitterung hoher 
Gaben miitlerer Fettsiuren bei cholinarmer Kost eine Fettleber zu- 
mindest nicht in so rascher und massiver Art entsteht wie nach Zufuhr 
langkettiger Fettsiuren. Als Erklairung hierfiir kann man annehmen, 
daB8 mittlere Fettsiiuren wie in anderen Organen auch in der Leber 
grundsitzlich nicht depotfihig sind. Allerdings ist dabei zu beriick- 
sichtigen, da die Leber aus dem Kohlenhydratanteil der Kost 
langkettige F »ttsiiuren bilden kann. Denn aus Parallelversuchen an den 
gleichen R«.tten mit Cholinmangelkost auf reiner Kohlenhydratbasis 
geht hervor, da die Leber im Cholinmangel erhebliche Mengen lang- 
kettiger Fettsiuren synthetisiert und diese dann in der Leber liegen 
bleiben. Es miissen also auch bei Zufuhr mittlerer Fettsiuren im Cholin- 
mangel Fettlebern zu erzeugen sein, wobei das Fett aus dem verfiitterten 
Zucker gebildet wird. 

Nachdem wir festgestellt hatten, daB reine Sprague-Dawley-Inzucht- 
stimme mit den gleichen Cholinmangeldiaiten unter Zusatz hoher 
Gaben mittlerer Fettsiuren starke Fettlebern entwickeln, wurde es 
wahrscheinlich, da8 hinsichtlich der Ausbildung von Fettlebern nach 
Verabreichung mittlerer Fettsiuren Eigenarten des Stoffwechsels der 
verschiedenen Rattenstiémme eine Rolle spielen. Damit ergab sich aber 





12 De Witt Stetten jr. u. J. Salcedo jr., J. Nutrit. 29, 167 [1945]. 
13M. Levy, Arch. sci. physiol. 5, 289 [1951]. 
144M. Damodaran u. C.8. Raman, Indian J. med. Res. 39, 465 [1951]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 305 13 





194 G. Weitzel, H. Schén, F. Gey u. U. Roester, Bd. 303 (1956) 


die Méglichkeit, an den Fettlebern der Sprague-Dawley-Stémme durch 
chemische Aufarbeitung des Leberfettes zu priifen, ob derartige Fett- 
lebern durch eine Ablagerung der verfiitterten mittleren Fettsauren 
zustandekommen oder ob die Leber auch hier langkettiges Fett syn- 
thetisiert. 

In einer durch reine Kohlenhydratkost und Cholinmangel ent- 
standenen Fettleber war weniger als 1°, fliichtiger Fettsiuren in den 
Gesamtfettsiuren des Leberfettes nachzuweisen; auch die mit Olivendél 
bei Cholinmangelkost erzeugten Fettlebern lieferten nicht viel mehr als 
1% fliichtige Fettsiuren als Anteil der gesamten Leberfettsiuren. Uber- 
raschenderweise fand sich nun aber in Fettlebern, die durch Cholin- 
mangel unter Zufiitterung groBer Mengen mittlerer Fettsiuren, teils als 
Mischglycerid, teils als einsiurige Glyceride, entstanden waren, nur eine 
geringe Steigerung des Anteils wasserdampffliichtiger Fettsaiuren. Die 
Hauptmenge, d. h. mehr als 95° der Leberfettsiuren, bestand aus den 
kérpervertrauten héheren Kettenlingen, obwohl diese in der Nahrung 
gar nicht enthalten waren. Man muf} daher annehmen, daB sie von der 
Leber aus den Kohlenhydraten der Kost oder aus den zu Acetat ab- 
gebauten mittleren Fettsiuren synthetisiert wurden. Auch eine direkte 
Kettenverlingerung der verfiitterten mittleren Fettsiuren zu lang- 
kettigen Fettsiuren ist in Betracht zu ziehen?. 

Aus der fehlenden Ablagerung gréBerer Mengen mittlerer Fett- 
siiuren im Leberfett ergibt sich somit, da8 auch im Cholinmangel ver- 
fiitterte mittlere Fettsiuren glatt umgesetzt werden. Dabei laBt sich 
z.Zt. noch nicht abschatzen, wie hoch der in der Leber verbleibende und 
dort abgebaute Anteil ist und welche Mengen unverindert die Leber 
verlassen und auf dem Blutwege in die Peripherie wandern. Diese mit 
dem Blut abtransportierten Anteile diirften erheblich sein, da wir sie 
sonst in der Haut nicht aufgefunden hatten'?. Als Héchstwert des 
Anteils mittlerer Fettsiuren an den Gesamtfettsiuren finden wir in der 
Leber rund 5%, in der Haut rund 8°. Bemerkenswert*tweise erreicht 
also die Speicherung mittlerer Fettsiiuren als Anteil der Gesamtfett- 
siuren in der Leber nicht ganz die von uns in der Haut gefundenen 
Mengen, so daf also auch daraus wieder das besondere Verhalten der 
aiuBeren Haut gegeniiber mittleren Fettsiuren hervorgeht. 


Zusammenfassung 


Glyceride von Octan-, Decan- und Dodecansiure wurden an Ratten 
verfiittert, welche zum Teil cholinsuffizientes Futter, zum Teil Cholin- 
mangel-Kost erhielten. Die Aufarbeitung des Leberfettes ergab, daB bei 
cholinsuffizienter Nahrung mittlere Fettsiuren, wenn iiberhaupt, nur in 
Spuren in das Leberfett aufgenommen werden. 


18 J. Zabin, J. biol. Chemistry 189, 355 [1951]; H. 8S. Anker, ebenda 194. 
177 [1952]; B. P. Stevens u. J. L. Chaikoff, ebenda 198, 465 [1951]. 
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Im Cholinmangel befindliche Laboratoriums-Reinzuchtratten 
entwickelten trotz hoher Gaben mittlerer Fettsiiuren oft nur schwach 
ausgepragte oder keine Fettlebern, obwohl langkettige Fette im Parallel- 
versuch zu schwerer Leberverfettung fiihrten. Danach scheint die 
Tendenz zur Auslésung einer Fettleber bei mittleren Fettsiuren geringer 
als bei héheren zu sein. 

Sprague-Dawley-Ratten wiesen dagegen nach Fiitterung hoher 
Gaben mittlerer Fettsiuren im Cholinmangel hochgradige Fettlebern auf. 
Die chemische Aufarbeitung des Leberfettes ergab, daB trotz hohem 
Angebot mittlerer Fettsiuren in der Nahrung nur wenige Prozent der 
Gesamtfettsiuren des Leberfettes aus mittleren Fettsiuren bestanden, 
wihrend mehr als 95% der Leberfettsiuren langkettig waren, obwohl 
derartige Fettsiuren in der Nahrung nicht vorkamen. Es geht daraus 
hervor, da8 auch in der durch Cholinmangel erzeugten Fettleber mittlere 
Fettsiuren, d.h. die Kettenlingen C, bis C,,, nicht depotfihig sind. 


Summary 


Glycerides of octanoic, decanoic and dodecanoic acid have been fed 
to rats, some of which received a diet sufficient in choline and others a 
choline-deficient diet. Working up of the liver fat showed that, in the 
case of a diet sufficient in choline, intermediate fatty acids are only 
incorporated in traces, if at all, in the liver fat. 

Choline-deficient pure strain laboratory rats often showed only 
slightly developed or no fatty livers in spite of large doses of inter- 
mediate fatty acids. Long chain fats, on the other hand, produced severe 
fatty degeneration in parallel experiments. This appears to indicate 
that intermediate fatty acids have less tendency to initiate fatty 
degeneration of the liver than higher fatty acids. 

Sprague-Dawley rats when fed with large doses of intermediate 
fatty acids in + choline-deficient diet showed a high degree of fatty 
degeneration of the liver. Chemical working up of the liver fat showed 
that, in spite of the administration of large amounts of intermediate 
fatty acids in the food, only a small fraction of the total acids of the 
liver fat consisted of intermediate fatty acids. More than 95 per cent 
of the fatty acids of the liver were long chain acids although such fatty 
acids were not present in the food. This indicates that intermediate fatty 
acids, i. e. those with a chain length between C, and C,,, are not capable 
of being deposited in fatty livers produced by choline deficiency. 


13* 
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EinfluB der fermentativen Spaltung 
auf die Wirksamkeit des Thyreoglobulins 


Von 
I. Abelin und F. Bigler 
Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitit Bern 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. November 1955) 


Die Thyreoideahormone werden in den Schilddriisenepithelien 
gebildet und in den Hohlriumen der Blischen gespeichert. Von dort 
gelangen sie als freie jodierte Aminosiiuren oder als Peptide ins Blut, 
finden hier Anschlu8 an einzelne Fraktionen der Serumproteine und 
dringen in ihre Wirkungsgebiete entweder als freie Aminosiuren oder 
als niedrigmolekulare Peptide ein. : 

Ob in all diesen Phasen das Wirkungspotential gleich bleibt oder 
ob die Aktivitaét bald Steigerungen, bald Abschwichungen erfihrt, 
entzieht sich gré8tenteils unserer Kenntnis. Zur weiteren Klairung dieser 
Frage haben wir im AnschluB an friihere Versuche die Wirksamkeit des 
fermentativ gespaltenen und des nativen Thyreoglobulins miteinander 
verglichen. 

Beschreibung der Versuche 


Die Verarbeitung der frischen Schilddriisen, in Tab. 1 schematisch dargestellt, 
bezieht sich auf die Gewinnung des Thyreoglobulins sowie dessen Zerlegung durch 
Pepsin und Trypsin. Die rein peptische Verdauung erwies sich fiir unsere Ver- 
gleichsversuche als ungeniigend. Die tryptische Zerlegung bzw. die aufeinander- 
folgende Behandlung mit Pepsin und Trypsin fiihrte dagegen zu einem ziemlich 
weitgehenden Abbau. 

Nach den Angaben von Derrien, Michel und Roche! lassen sich die 
jodierten Schilddriisenproteine durch 35-proz. und 42-proz. Sattigung mit Ammo- 
niumsulfat bei pp 6,5 in ziemlich einheitlicher Form isolieren. Man erhalt dabei 
nichtdenaturierte, wasserlésliche, aktive Thyreoglobulinfraktionen. Wir haben 
deshalb sowohl Rohthyreoglobulin wie gereinigtes Thyreoglobulin dargestellt und 
jedes der Verdauung unterzogen. Die gewonnenen Produkte wurden auf ihren 
Stickstoff-, Jod- und Thyroxingehalt untersucht und papierchromatographisch 
und elektrophoretisch analysiert. Das Gesamtjod wurde nach Kendall’, das 
Thyroxin kolorimetrisch nach Blau und Roche®, die Aminosduren jodometrisch 
nach Pope und Stevens‘ bestimmt. Die Unterscheidung zwischen den jodierten 
und nichtjodierten Bestandteilen des Verdauungsgemisches erfolgte nach Bowden 
und Maclagan® mit Hilfe der sog. Cer-Methode, die auf dem katalytischen 


1 Y. Derrien, R. Michel u. J. Roche, Biochim. biophysica Acta [| Amster- 
dam] 2, 454 [1948]. 

2 E.C. Kendall, J. biol. Chemistry 48, 148 [1920]. 

3.N. F. Blau, J. biol. Chemistry 110, 351 [1935]; J. Roche, Biochim. 
biophysica Acta [Amsterdam] 1, 335 [1947]. 

4 C.G. Pope u. M. F. Stevens, Biochem. J. 38, 1070 [1939]. 

5 C,H. Bowden u. N. F. Maclagan, Biochem. J. 56, VII [1954]; 59, 9% 
1955]. 
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Tab. 1. Gewinnung des nativen sowie des enzymatisch abgebauten Thyreoglobulins. 


Rohe Rinderschilddriise 


| 


Homogenisierung, zweimalige Extraktion mit je 1 Vol. 0,9 -proz. Kochsalzlésung pro 

Gewichtseinheit Schilddriisengewebe. Dauer 18 Stdn.; t = 0°; py 8,0. Darauf 

Entfernung des Hauptteiles des Fettes durch 14stdg. Riihren mit 5°, Toluol bei 
0° und Filtration 


| 








3 | Rohes Thyreoglobulin | 
“i : aracictenes = Aaaneee 
i I ae Eas 
Siurefallung des Thyreoglobulins * it 
bei pu 3,8 unter Zusatz von 1% Alkoholfallung des Thyreoglobu- 
Natriumsulfat bei 20°. Nach lan- lins durch Zusatz eines gleichen Vol. 
gerem Stehenlassen Filtration 96-proz. Alkohols bei pH 5,0 und 





—10°. Nach 2Stdn. Filtration 
14! “| 
Filtrat verworfen | ' ig 
| 
Thyspogiobeiin Filtrat verworfen _—_ gefalltes Thyreo- 
aa I globulin 


Gefriertrocknung 
' Verteilung in Wasser 


Endprodukt: mit Saure gefilltes bei Pa $4 
Thyreoglobulin, dient als Ver- it ob , 
gleichsbasis (Prap. V) nochmalige Filtration 

Filtrat verworfen geléstes Thyreo- 
globulin 


| Gaenen rar ida 
12stdg. Dialyse bei 0 bis Zuerst 72 Stdn. mit Pep- 
2°, darauf Gefriertrock- sin bei pq 1,8 und 38°, 
nung dann 8 Stdn. mit Pan- 
Endprodukt: Mit Al- reatin bei py 8,4 ver- 
kohol gefalltes Thyreo- daut. Gefriertrocknung. 
globulin, dient als Ver- Endprodukt:enzyma- 
gleichsbasis (Prap. VI) _ tischabgebautes Tavreo- 
globulin (Prap. VII) 


Hinflu8 kleinster Jodmengen auf die Reduktion des vierwertigen zum dreiwertigen 
Cer durch die Arsenige Saiure beruht. Die Reduktion l48t sich durch das Ver- 
schwinden der gelben Farbe des Cer*® gut verfolgen. In bezug auf die Einzelheiten 
verweisen wir auf das Original. 

Die biologische Priifung der verdauten und nichtverdauten Praparate er- 
folgte immer in Parallelversuchen durch Ermittlung der Grundumsatzerhéhung 
und des allgemeinen Verhaltens von weifen Ratten. Man hat bei dieser Versuchs- 
anordnung die Méglichkeit, die ganze Entwicklung des hyperthyreotischen Zu- 
standes in all seinen Einzelphasen zu verfolgen. Auf diese Weise 14Bt sich ein viel 
besseres und gesicherteres Urteil gewinnen, als dies bei kurzdauernden Versuchen 
oder bei bloBer Beschrankung auf ein einzelnes hyperthyreotisches Symptom, wie 
Abmagerung, Verlust von Glykogen, Jodaufnahme durch die Thyreoidea usw. 
moglich ist. 
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Nach Abschlu8 der Versuche wurden Leber, Muskel und Nebenniere der ent- 
sprechend behandelten Tiere chemisch untersucht. Diese Angaben erganzen in 
vorteilhafter Weise die Befunde am Grundumsatz. Uber den Gesamtjcd-, hy. 
roxin- und Stickstoff-Gehalt der einzelnen Praparate gibt Tab. 2 Auskunft. 


Tab. 2. Chemische Analysen des unverdauten und verdauten Thyreoglobulins. 












































a 3 »x° | Léslich- 
£ 3 £ S 3 = * | keit in 
os S38 | Sse | 2S] 24 | 0,9-proz. 
3 Behandlung Proteolyse ee Bs e $ 4 # |Kochsak. 
. © a “Ee | SS |lésung bei 
o ar) = Re 5 
A a 59 | pa 8—9 
I | Mit Saure gefalltes 
Rohthyreo- peptisch u. 
globulin . . . | tryptisch 0,231 | 0,083 | 0,23 — |sehr gut 
Vote, oar auev s keine 0,445 | 0,203 | 0,30 maBig 
VI | Mit Alkohol ge- 
falltes Roh- 
thyreoglobulin. | keine 0,432 | 0,136 | 0,21 — |maBig 
VE Ae ees As 8 peptisch u. 
tryptisch 0,224 | 0,045 | 0,13 — | sehr gut 
VII | Mit Ammonium- 
sulfat bei py 6,5 
u. 20° fraktio- 
niertes Thyreo- 
globulin .. . | keine 0,352 | 0,173 | 0,32 | 13,9 | gering 
(UG. Sa tryptisch 0,313 | 0,130 | 0,27 | 12,3 | sehr gut 
X | Mit Ammonium- 
sulfat bei py 6,5 
u. 20° fraktionier- 
tes Thyreo- 
globulin .. . | keine 0,456 | 0,130 | 0,19 | 14,9 | sehr gut 
Bebe ek - tryptisch 0,440 | 0,118 | 0,18 | 14,3 | sehr gut 
XII | MitSchwefelsaure 
bei px 3,6 gefall- 
tes Thyreoglobu- 
SS ae keine 0,501 | 0,214 | 0,28 | 13,5 | maBig 
MUN 40s 6 GS: in tryptisch 0,460 | 0,176 | 0,25 | 12,4 | gut 


I. Versuche mit verdautem und unverdautem Rohthyreoglobulin 


3 Ratten wurden mit peptisch und tryptisch verdautem (Praparat VII) und 
2 Tiere mit unverdautem Thyreoglobulin (Praparat VI) behandelt. Trotz gleicher 
Thyroxin-Zufuhr war die Hyperthyreose bei den mit abgebautem Thyreoglobulin 
behandelten Ratten starker ausgepraigt als bei den Kontrolltieren (Tab. 3). Die 
Tiere Nr. 433 und 434 reagierten in normaler Weise auf das unverdaute Thyreo- 
globulin, indem sie nach 12tagiger Behandlung eine durchschnittliche Grund- 
umsatzerhéhung von 21% aufwiesen. Am gleichen Tag hatten aber die mit dem 
verdauten Thyreoglobulin gefiitterten Ratten eine durchschnittliche Grund- 
umsatzerhéhung von 82%, also rund eine 4mal stairkere Reaktion. Von da an labt 
sich die Parallele zwischen den beiden Priparaten nicht gut weiterfiihren, da 
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das verdaute Thyreoglobulin so intensiv wirkte, da8 man dasselbe nur einmal in 
48 Stdn., an Stelle bei den Kontrollen einmal in 24 Stdn., verabreichen mubBte. 
Trotzdem ist am 40. Versuchstag der Grundumsatz dieser Tiere genau so hoch wie 
bei den taglich behandelten Kontrollen (65°). Beim Tier Nr. 436 konnte die 
tagliche Eingabe des verdauten Thyreoglobulins fortgesetzt werden, der Grund- 
umsatz ist dauernd héher als bei den Kontrollen. 

Einzelne Ergebnisse der Organanalysen sprechen ebenfalls fiir eine héhete 
Wirksamkeit des verdauten Thyreoglobulins; der Kreatingehalt des Herzens, 
der Cholesteringehalt der Nebennieren sowie der Glykogengehalt der Leber und 
des Muskels sind bei den mit nativem Thyreoglobulin vorbehandelten Tieren héher 
als bei Verabreichung des verdauten Thyreoglobulins (vgl. Tab. 4). 


Tab. 4. Kreatin-, Cholesterin- und Glykogengehalt einzelner Organe von weifen 
Ratten nach peroraler Verabreichung von unverdautem (Prap. VI) und peptisch 
sowie tryptisch verdautem Thyreoglobulin (Prap. VII). 


In beiden Fallen erhielt jedes Tier peroral 136 y Thyroxin pro 24 Stdn. 





Kreatingehalt} Nebennieren- | Glykogen- K6rper- 
3H g inmg% cholesterin | gehaltin % | gewicht in g 
a o 
50.0 
a in °/ : zu = 3 
= a Behandlung des des gg rth des Shales E a4 
ABS Her- | Mus- | Fri ch-/} in mg] 7 .por| Mus- | des | $33 
5 zens | kels |_ 8° er! kels | Vere |g 3 
wichtes suches| g > 











4333 |Thyreoglobulin|} 192 | 520 | 6,31 | 2,40 | 0,82 | 0,40 | 184 | 157 
4343 | unverdaut 183 | 526 | 3,08 | 2,16 | 2,26*| 0,30*| 228 | 240 


- . y1 161 | 490 | 1,50 | 0,90 | 0,92*] 0,23*] 221 | 244 
4363 = 135 | 482 | 5,66 | 1,90 | 1,10 | 0.46 | 148 | 140 
4373 | verde 167 | 581 | 2,75 | 1.10 | 033+] 0,40*| 159 | 153 


* Tétung 7 Stdn. nach peroraler Zufuhr von 1 g Rohrzucker pro 100 g Kérpergewicht. 
Die Tiere Nr. 435 u. 437 wurden vom 12. Versuchstag an nur jeden 2. Tag mit verdautem 
Thyreoglobulin gefiittert (vgl. Tab. 2). 



































II. Versuche mit teilweise gereinigtem Thyreoglobulin 


Bei einem 2. Versuch wurde das Jodthyreoglobulin in etwas anderer Weise 
gewonnen. Die gereinigten Schilddriisen wurden zuerst bei —10° eingefroren, in 
0,5 mm diinne Stiicke geschnitten und erst dann mit eisgekiihlter 0,9-proz. Koch- 
salzlésung extrahiert. Die blutrote Lésung wurde bei 0° scharf zentrifugiert, die 
obenaufschwimmende Fettschicht gréBtenteils durch Filtration entfernt und das 
Thyreoglobulin mit Schwefelséure bei py 3,6 unter Zusatz von 2% Natriumsulfat 
und 1% Alkohol gefallt. Zwecks Reinigung wurde die Fallung bei pa 8,0 stehen 
gelassen, umgeriihrt, das Ungeléste abfiltriert und das Thyreoglobulin erneut mit 
Schwefelsiure bei po 4,0 gefallt. Ein Teil des so erhaltenen feuchten Produktes 
wurde bei py 8,3 tryptisch verdaut, der andere, nicht weiter zerlegte Anteil diente 
als Kontrolle. Das unverdaute Jodthyreoglobulin enthielt 0,50% Gesamtjod und 
0,214% Thyroxin (Praparat XII), das tryptisch verdaute Produkt enthielt 0,46°%, 
Gesamtjod und 0,176% Thyroxin (Praparat XIII). Jedes Praparat wurde einer 
Serie von je 5 Tieren verfiittert, wobei beide Serien die gleichen Mengen Gesamtjod 
erhielten und zwar 250 y pro Tier und 24 Stdn., entsprechend 50 mg vom un- 
verdauten und 54,4 mg vom verdauten Thyreoglobulin. Die Versuchsdauer betrug 
85 Tage. Vom 1. bis zum 34. Versuchstag wurden die Tiere mit einem 5%, Fett 
enthaltenden Futter (Diait 66a), vom 35. bis zum 53. Versuchstag mit einem Futter 
ohne Olzusatz (Diat 66) und vom 54. bis zum Versuchsabschlu8 wieder mit Diat 66a 
gefiittert. Die Unterschiede in der Reaktion zeigten sich erst nach dem 40. Ver- 
suchstag und ganz besonders zwischen dem 67. und 85. Versuchstag, wo die Grund- 
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umsatzwerte der beiden Tiergruppen stark auseinandergingen, indem das verdaute 
Thyreoglobulin eine starke Erhéhung, das unverdaute dagegen eine Senkung des 
G. U. bewirkte. 

Zusammensetzung der Diiat 66: Je 30 g getrocknetes Vollkornbrot, Mais 
und Hafermehl, 10 g Vollmilchpulver, 1 g Kochsalz. 2—3mal wochentlich griine 
Gemiisearten. 

Zusammensetzung der Diat 66a: Wie Diait 66, mit Zusatz von 2,5 cem 
Olivenél und 2,5 cem Rapsél pro 100 g Trockenfutter. 


Tab. 6. Kreatin-, Cholesterin- und Glykogengehalt einzelner Organe von weifen 
Ratten nach peroraler Verabreichung von unverdautem (Praparat XII) sowie 
tryptisch verdautem Thyreoglobulin (Priparat XIII). 


In beiden Fallen erhielt jedes Tier peroral 250 y Jod pro 24 Stdn. 
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Ill. Versuche mit fraktioniertem, nicht denaturiertem 
Thyreoglobulin 


Als nichteinheitlicher EiweiSstoff 1a8t sich das Thyreoglobulin in Einzel- 
teile mit wechselndem Jodgehalt und verschiedener biologischer Aktivitat zer- 
legen. Wir unternahmen deshalb den Versuch, das Thyreoglobulin mit Hilfe von 
Ammoniumsulfat zu fraktionieren, die jodarmen bzw. jodfreien Bestandteile 2 
entfernen, um auf diese Weise zu méglichst aktiven Produkten zu gelangen. Im 
cinzelnen gestaltete sich der Gang der von Derrien, Michel und Roche (I. ¢.}) 
empfohlenen Verarbeitung wie folgt. 1,7 kg Rinderschilddriisen wurden bei ( 
homogenisiert, mit 5,1 1 0,9-proz. Kochsalzlésung von py 7,4 20 Stdn. unter Zusatz 
von 10 ccm Toluol extrahiert. Pro Liter zentrifugierten EiweiBauszuges wurden 
bei px 6,5 332 g Ammoniumsulfat zugesetzt, wodurch eine 44-proz. Salzsattigung 
erreicht wurde. Nach 15 Stdn. wurde von ungelésten Bestandteilen abzentrifugiert. 
die Flissigkeit zuerst mit einer Ammoniumsulfatlésung von 45% Sattigung auf 
ein Vol. von 4,51 gebracht und dann mit soviel Wasser verdiinnt, daB bei un f 
verindertem py 6,5 eine Endlésung von 34%, Sattigung an Ammoniumsulfat 
resultierte. Nach 36 Stdn. wurde der ungeliste Anteil abzentrifugiert, er erwies F 
sich_als jodarm. Der lésliche Anteil wurde einer nochmaligen Behandlung mit 
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45-proz. und 34-proz. Ammoniumsulfatlésungen unterworfen, vom Ungelésten ab- 
filtriert und aus der Lésung das Thyreoglobulin mit festem Ammoniumsulfat 
gefallt. Nach der Entfernung der Salze durch Dialyse wurde ein Teil lyophilisiert, 
er diente als Kontrolle. Der andere Teil wurde bei pq 8,3 mit Pankreatin verdaut 
und durch Gefriertrocknung entwassert. 

Der nichtverdaute Thyreoglobulinanteil enthielt 0,352% Gesamtjod, 0,173% 
Thyroxin und 13,9°%, Stickstoff (Priaparat VIII). Der verdaute Thyreoglobulin- 
anteil enthielt 0,313% Gesamtjod, 0.180% Thyroxin und 12,3% Stickstoff 


JN 
- 


AN 








yp 
S 


rn 





+ 
S 


1 


% Grundumsatzsteigerung —— 





N 
S 

















40 


60 
Tage —— 
Abb. 1. Durchschnittliche Gaswechselerhéhung von 5 weiBen Ratten bei peroraler 
Verabreichung von 60 y Thyroxin: 


a) in Form des unverdauten Thyreoglobulins (Praparat VIII ) 
b) in Form des tryptisch verdauten Thyreoglobulins (Praparat IX — -—-—) 


(Praparat IX). Das Verhaltnis des Thyroxinjods zum Gesamtjod war beim Pra- 
parat VIII 0,32 und beim Praparat IX 0,27. Bei der biologischen Priifung erwies 
sich das verdaute Produkt (Praparat IX) wesentlich wirksamer als das unver- 
daute Kontrollpraiparat VIII. Dies geht aus der Abb. 1 klar hervor. Der Organ- 
chemismus war in beiden Fallen ebenfalls verschieden, speziell in bezug auf das 
Glykogen. Der durchschnittliche Glykogengehalt der Organe war folgender: beim 
unverdauten Praparat 3,6% in der Leber und 0,42% im Muskel, beim verdauten 
Praparat 1,56°% in der Leber und 0,34% im Muskel. 

Die Praparate X und XI wurden auf ganz ahnliche Weise gewonnen und 
waren etwas jodreicher als die Praparate VIII und IX. Das Praparat X (unverdautes 
Produkt) hatte einen Jodgehalt von 0,456%, einen Thyroxingehalt von 0,130% 
und einen Stickstoff-Gehalt von 14,9°%%. Beim verdauten Praparat XI betrugen die 
entsprechenden Zahlen: 0,440%, 0,118% und 14,3%. Der Quotient Thyroxinjod: 
Totaljod war beim Praparat X 0,19, beim Praparat XI 0,18. Beide Produkte waren 
in 0,9-proz. Kochsalzlésung bei py 8—9 sehr gut léslich. 

Nach taglicher Verfiitterung von 60 y Thyroxin in Form der Priaparate X 
und XI an weife Ratten nahm die Grundumsatzerhéhung einen verschiedenen 
Verlauf: durchweg blieb die sich auf das verdaute Produkt beziehende Kurve 
hoher als die Kontrollkurve. Am 58. Versuchstag ist der durchschnittliche Grund- 
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umsatz von je 4 Tieren beim nativen Thyreoglobulin um 23% und beim verdauten 
i pie um 47% erhdht. Der mittlere Gly kogengehalt der Leber betrug 

bei den mit dem unverdauten Produkt gefiitterten Ratten 2,05% und beim Versuch 
mit dem verdauten Produkt 0,91°%%. 
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Abb. 2. Durchschnittliche GaswechselerhGhung von 4 weiBen Ratten bei taglicher 
peroraler Verabreichung von 60 y Thyroxin: 
a) in Form eines unverdauten, gereinigten Thyreoglobulins (Praparat X 
b) 3 in Form eines tryptisch verdauten, gereinigten Thyreoglobulins (Praparat 
XI —-—--—). 


IV. Versuche mit nichtautolysiertem und autolysiertem 
Thyreoglobulin 


Im AnschluB an die Versuche iiber die hydrolytische Aufspaltung des Thyreo- 
globulins durch die Verdauungsfermente war von Interesse, die Zerlegung der 
Thyreoproteine durch die sie begleitenden Eigenenzyme zu studieren. Die Dar- 
stellung eines fiir die Autolyse geeigneten Schilddriisenauszuges kann auf ver- 
schiedenem Wege erfolgen. Dziemian® empfichlt eine Mischung von 6 TIn. Glycerin 


und 4 Tin. Wasser. McQuillan und Trikojus’ verwenden eine physiologische 


Kochsalzlésung, Maver® eine 1,2-m. Kaliumchloridlésung, wahrend nach Weiss® 
wassr. Homogenate geeignet sein sollen. Wir entschlossen uns fiir die Extraktion 
mit einer 0,5-proz. Kochsalzlésung und verfuhren wie folgt: 1,7 kg frischer ge- 
reinigter Rinderschilddriisen wurden bei —10° eingefroren und mit einem Messer 
in Stiicke von 0,3—0,5 mm zerschnitten. Die so erhaltene Masse wurde portions- 
weise in der Kalte mit der 1'4fachen Menge eisgekiihlter, 0,5-proz. Kochsalz- 
lésung homogenisiert. Als Konservierungsmittel dienten 10 cem Toluol, das pu 
betrug 7,0. Nach 18 Stdn. wurde durch ein Tuch filtriert, die Lésung zentrifugiert 
und die feinverteilte Fettschicht durch Filtration gréBtenteils entfernt. Das End- 
volumen betrug 3 /, Trockengehalt 6,2°,. 


A. J. Dziemian, J. of cellular comparat. Physiol. 21, 239 [1943]. 
M. T. McQuillan u. V. M. Trikojus, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 6. 








6 
7 

617 [1953]. 
8 EK. M. Maver, J. biol. Chemistry 131, 127 [1939]. 
® B. Weiss, J. biol. Chemistry 131, 127 [1939]. 
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Der Kochsalzauszug wurde in 3 Teile geteilt. Ein Teil wurde durch Gefrier- 
trocknung entwassert und iiber Schwefelsiure nachgetrocknet. Ein Teil wurde 
walrend 9 Tagen und ein Teil wahrend 9 Stdn. autolysiert. 


Die Autolyse verlief optimal bei 40° und bei einem py von 4,6. Als Aktivator 
diente Cystein-hydrochlorid in einer Endkonzentration von 0,08°%,. Wahrend der 
Autolyse wurde das Reaktionsgemisch maschinell geriihrt. Periodisch wurde das 
pu mit der Glaselektrode kontrolliert und wenn nétig, erneut auf 4,6 eingestellt. 
Der Verlauf der Proteolyse wurde durch Aminostickstoffbestimmungen nach Pope 
und Stevens (I. c.4) verfolgt. Nach 9 Tagen war das Reaktionsgleichgewicht 
praktisch erreicht. Die Autolyse wurde abgebrochen, das Gemisch aus Protein, 
Peptiden und Aminoséuren durch Gefriertrocknung in eine feste Form gebracht. 
Das Produkt war sehr hygroskopisch und wurde als Ajo, bezeichnet. Die Auto- 
lyse nimmt zuerst einen sehr schnellen Verlauf, indem 9 Stdn. nach Beginn 50%, 
der maximalen Zerlegung erreicht sind. Das zu diesem Zeitpunkt gewoanene 
Autolysat wurde nach Gefriertrocknung als A;, bezeichnet. Die nichtautclysierte 
Kontrolle tragt die Bezeichnung Apo. 

Nahere Angaben iiber die Jodverteilung in den 3 Praparaten enthalt die 
Tab. 7. Im Totaljodgehalt besteht kein groBer Unterschied, der Thyroxingehalt 


Tab. 7. Jodverteilung a) im nichtautolysierten (Ay), b) zur Halfte autolysierten 
(A;9) und c) maximal autolysierten Thyreoglobulin (Aj 99). 





Totaljod- | Thyroxinjod-| Thyroxinjod siurelésliches| Thyroxin- 
Praparat gehalt gehalt ; Totalio d 2 Jod gehalt 
of, of, ) Totaljod of, 





A, (nicht mM 
a utolysiert) 0,192 0,050 0,26 - 0,077 


Aso 0,183 0,047 0,26 0,25 0,073 
, 0.190 0,030 0,155 0,53 0,045 

















nimmt aber im Laufe der Autolyse ab. Diese Erscheinung trat sehr regelmaBig 
auf und beruhte héchstwahrscheinlich auf einer partiellen Jodabspaltung durch die 
Wirkung der in der Thyreoidea vertretenen Dejodase. Die Unterschiede im Thy- 
roxingehalt des nichtautolysierten und zu 100° autolysierten Thyreoproteins 
sind deshalb betrachtlich. 


Tab. 8. Abbau des Rohthyreoglobulins durch die einzelnen proteolytischen 
Fermente. 
Die Werte zeigen den Grad der Uberfiihrung der in 5-proz. Trichloressigsaurc 
unléslichen Produkte in saurelésliche EiweiBfragmente durch die verschiedenen 
Proteasen. (Der maximale Abbau wird gleich 1,0 gesetzt.) 





Autolyse und 
Maximale} nachfolgende 
Autolyse | Pankreatin- 
verdauung 


Pepsin + 
Pepsin Pan- 
kreatin 


Pan- 
kreatin 





Stickstoff-saureléslich 0.91 0.93 0.74 0.92 
Stickstoff-total : : ‘ j 

















Jod-sdureléslich 0.73 0.75 0,57 0,65 
Jod-total 
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Wie aus Tab. 8 ersichtlich, ging die autolytische Aufspaltung des Thyrco- 
globulins nicht so weit wie die pankreatische: 74% gegentiber 91%. Als MaBstab 
diente die Menge der Verdauungsprodukte, die in 5-proz. Trichloressigsaure léslich 
waren. Der Quotient ,,Jod-siureléslich: Jod-total‘* betragt bei der Pankreatin- 
verdauung 0,73, bei der Autolyse 0,65. 

Die Unterschiede in der biologischen Aktivitét der einzelnen Autolyse- 
fraktionen sind nicht so deutlich ausgepragt wie zwischen dem peptisch-tryptisch 
verdauten und nichtverdauten Thyreoglobulin. Bei Betrachtung der Zahlen der 
Tab. 9 erhalt man zuerst den Eindruck einer gleichférmigen Wirkung der drei 
Praparate. wenn dieselben nach dem Gesamtjodgehalt dosiert werden. Doch muf 





Tab. 9. Durchschnittliche Grundumsatzerhéhung in % nach taglicher Verfiitie- 
rung vergleichbarer Mengen von nichtautolysiertem, zu 50 und zu 100% autoly- 
siertem Thyreoglobulin. Dosierung nach dem Totaljodgehalt (150 y Jod), ent- 
sprechend 78 mg von nichtautolysiertem Thyreoglobulin mit einem Gehalt von 60 y 
Thyroxin; 82 mg von 50-proz. autolysiertem mit einem Gehalt von 60 y Thyroxin 
und von 79 mg von 100-proz. autolysiertem Thyreoglobulin mit einem Gehalt von 
36 » Thyroxin. Jede Serie umfaBte 5 Tiere. Die Zahlen stellen Mittelwerte dar. 
Diat 66. 


Veruchstag: | 3 | 8 | 10| 13 | 16 | 18 | 20 | 23 | 28 | 31 | 35 








Prap. Ag 20 | 33 | 16 | 23 | — | 46 | 37 | 40 | 49 | 53 | 58 
Prap. Aso 19 | 22 | 43 | 43 | 26 | 41 | 60 | 49 | 54 | 62 | 60 
Prap. Aigo | 21 | 17 | 28 | 41 | 45 | 46 | 44 | 38 | 59 | 60 | 55 


beriicksichtigt werden, daB das maximal autolysierte Thyreoglobulin Aj) nur 58°, 
des im unverdauten Ausgangsmaterial enthaltenen Thyroxins aufweist. Trotzdem 
wirkt es gleich stark wie dieses. Unter diesem Gesichtspunkt erweist sich die Auto- 
lyse doch als ein Weg, der zu wirksameren Produkten fiihrt. Die nur 9 Stdn. 
dauernde Autolyse andert am Thyroxin- und Gesamtjodgehalt wenig, die Wirkung 
dieser Fraktion fallt fast ganz mit derjenigen des Ausgangsmaterials zusammen. 


Diskussion 


Bereits kurz nach der Auffindung des Jods in der Thyreoidea 
wurden Verdauungsversuche mit den Schilddriisenproteinen angestellt, 
um zu aktiven wasserléslichen Produkten zu gelangen. Versuche dieser 
Art?! fiihrten zur Abtrennung gewisser inaktiver Fraktionen des Thyreo- 
globulins und zu einer starken Erhéhung des Jodgehalts der erhaltenen 
Substanzen, die sich als nicht besonders wirksam erwiesen und keinen 
Eingang in die Therapie fanden. Die Verdauungsversuche von Haring- 
ton und Salter!! hatten eine Isolierung des Thyroxins und Dijod- 
tyrosins zum Ziele. Dabei zeigte sich eine starke Resistenz der Thyreo- 
proteine gegeniiber den Verdauungsfermenten, so daB die niedrigen 
Polypeptide erst nach Kochen mit 5-proz. Barytlésung freies Thyroxin 
lieferten. 

10 E. Baumann, diese Z. 21, 319, 481 [1896]; R. Hutchison, J. Physiology 
20, 474 [1896]; 28, 178 [1898/99]; R. Tambach, diese Z. 36, 549 [1988]; D. Hellin. 
Arch. esp. Pathol. Ther. 40, 121 [1898]; A. Oswald, Hofmeisters Beitrage 3. 
391 [1903]; diese Z. 28, 265 [1897]; 27, 14 [1899]; 82, 121 [1901]. 

1 (,R. Harington u. W. T. Salter, Biochem. J. 24, 456 [1930]. 
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Nach klinischen Feststellungen wirkt oral verabreichtes Thyroxin 
schwicher als Thyreoglobulin. Als Erklarungsméglichkeiten wurden 
herangezogen: 1. Unterschiede in der Resorption; 2. Ein Gehalt des 
Thyreoglobulins an weiteren aktiven Stoffen auBer dem Thyroxin: 
3. Eine Aktivierung des Thyroxins durch Bindung an ein niedrig- 
molekulares EiweiB. 

1. In Form des Dinatriumsalzes ist das Thyroxin gut léslich und 
schiitzungsweise bis zu etwa 70% resorbierbar. Nimmt man aber mit 
gewissen Autoren eine stirkere Resorptionstrennung des Thyroxins an. 
so miiBte dieselbe bei dem vom Thyreoglobulin herstammenden Thyroxin 
sich ebenfalls geltend machen. 

2. Ein Freiwerden von Trijodthyronin bei der enzymatischen Auf- 
spaltung des Thyreoglobulins kénnte die hier beobachtete gesteigerte 
Wirksamkeit des Verdauungsgemisches erkliren. Frau Dr. Pitt-Rivers 
(London) hat in dankenswerter Weise eine Probe unseres Verdauungs- 
produktes untersucht, aber kein Trijodthyronin feststellen kénnen. Bei 
wiederholter Priifung unserer Praparate erhielten wir ebenfalls negative 
Resultate. Inwiefern die in jiingster Zeit aufgedeckten 3.3’-Di- und 
3.3’.5'-Trijod-thyronine bei unseren Versuchen mitwirkten, wissen wir 
nicht, da die physiologische Stellung dieser Produkte noch unklar ist. 
Zudem sind sie in sehr geringer Menge vertreten. 

3. Die hier gefundene gesteigerte Wirksamkeit des an niedrig- 
molekulares Eiwei8 gebundenen Thyroxins steht mit den friiheren Be- 
funden tiber die viel héhere Aktivitit des Dijodtyrosin- sowie des 
Thyroxin-Peptids in Einklang”. 

Die Resorptionsform des Thyreoglobulins durch die Darmepithelien 
sowie die Gestalt des ins Blut iibertretenden Schilddriisenhormons sind 
nicht genau bekannt. Es liegen Anhaltspunkte fiir eine nicht restlose 
Zerlegung des Thyreoglobulins im Darm vor. Bei Annahme einer Re- 
sorption in Form eines Thyroxinpeptids wire die hier beobachtete héhere 
Wirksamkeit des Verdauungsproduktes erklarlich. 

Wirksamere Formen des Schilddriisenhormons kénnen iibrigens 
auch durch Strukturainderungen des Thyroxinmolekiils an dessen jod- 
freiem Anteile entstehen. Neuerdings berichten Thibault und Pitt- 
Rivers sowie Pitt -Rivers}$ iiber stickstofffreie Derivate des Thyroxins 
und Trijodthyronins mit einem Essigsiure- an Stelle eines Alaninrestes 
in der Seitenkette. In Konzentrationen von 10-6 rufen diese Substanzen 
ohne Latenzzeit eine 100-proz. Erhéhung des Sauerstoffverbrauches 
iiberlebender Nierenschnitte hervor. Ebenso wird der Grundumsatz der 
Tiere erhéht. 

Wie ersichtlich, ist die Frage der physiologischen Endform des 
Schilddriisenhormons heute ebensowenig abgeklirt wie vor 40 Jahren 


 T. Abelin, Biochem. Z. 286, 160 [1936]; H. Isliker u. I. Abelin, Helv. 
chim. Acta 32, 115 [1949]; I. Abelin u. P. Huber, Acta endocrinol. 6, 1 [1951]. 

3 QO. Thibault u. R. Pitt-Rivers, Lancet 1955I, 285; R. Pitt-Rivers, 
Lancet 1958II, 234. 
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nach der erstmaligen Isolierung des Thyroxins. Auf der einen Seite 
haben wir Thyroxinpeptide, die wirksamer sind als Thyroxin, auf der 
anderen Seite hochwirksame Abkémmlinge des Thyroxins, denen sogar 
die Aminosiurestruktur fehlt. Inwiefern die Natur von all diesen Méglich- 
keiten Gebrauch macht, muB noch weiter erforscht werden. 

In therapeutischer Hinsicht liefert die tryptische Verdauung des 
Thyreoglobulins ein einfaches Mittel, um zu wasserléslichen Produkten 
zu gelangen, von denen bereits geringe Mengen die volle hormonale 
Wirksamkeit entfalten. Es liegt hier ein lehrreiches Beispiel vor, 
wieweit die Wirkung eines Hormons von seiner Bindungsart abhiingt. 


Zusammenfassung 


Tryptisch verdautes Thyreoglobulin ist physiologisch aktiver als 
unverdautes Thyreoglobulin. In friiheren Versuchen waren Dijod- 
tvrosin-Peptid bzw. Thyroxin-Peptid wirksamer als freies Dijodtyrosin 
oder Thyroxin. 

Die Autolyse des Thyreoglobulins fiihrt nicht zu so weitgehend ab.- 
gebauten Produkten wie die tryptische Verdauung. Auf den Thyroxin. 
gehalt umgerechnet, erweist sich dennoch das autolysierte Thyreo.- 
globulin wirksamer als das native Produkt. 

Die tryptische Verdauung des Thyreoglobulins liefert ein einfaches 
Hilfsmittel zur Steigerung seiner Aktivitit. 


Summary 

Thyreoglobulin digested by trypsin has a higher physiological acti- 
vity than undigested thyreoglobulin. In previous experiments it was 
found that a peptide containing diiodotyrosine or thyroxine was morte 
active than free diiodotyrosine or thyroxine, respectively. 

Autolysis of thyreoglobulin does not bring about as complete a 
degradation as tryptic digestion. Expressed as thyroxine, however, the 
autolysed thyreoglobulin exhibits a higher activity than the native 
product. 

Tryptic digestion is thus a simple means of increasing the activity 
of thyreoglobulin. 
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Uber den histochemischen Nachweis 
von Cytochrom-Oxydase in Gelenkknorpelzellen 


Von 
Paul Otte 
Aus der Orthopidischen Universitiitsklinikk Hamburg-Eppendorf, Direktor; Professor Dr. C. Mau 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7, November 1955) 


Herrn Professor Dr. C. Mau zum 65. Geburtstag gewidmet 


Eine meBbare Sauerstoffatmung der Gelenkknorpelzellen wurde von 
Rosenthal, Bowie und Wagoner! nachgewiesen. Laskin und 
Sarnat? benutzten diese respiratorische Aktivitit als Test fiir die 
Vitalitéit von Knorpelspénen zu Transplantationszwecken. Sie fanden 
signifikante Werte fiir den Sauerstoff-Verbrauch in konstanter GréBen- 
ordnung. Auch Boyd und Neuman? fanden am embryonalen Hiihner- 
knorpel einen markanten Sauerstoffverbrauch. Die Sauerstoff-Aufnahme 
ist an die Existenz und Funktion des Cytochromsystems, insbesondere 
der Cytochrom-Oxydase (Warburgsches Atmungsferment) in den 
Zellen gebunden. Zum histochemischen Nachweis der Cytochrom- 
Oxydase dient die Indophenolblaubildung (Nadi-Reaktion), die Graff* 
fiir histologische Zwecke ausgearbeitet hat. 

1949 wandten Follis und Berthrong® die Nadi-Reaktion am 
Knorpel von Rippen und Tibia-Epiphysen von Ratten bzw. Meer- 
schweinchen an. Sie vermiBten dabei sowohl an der Matrix als auch an 
den Zellen jegliche Indophenolblaubildung, wihrend eine solche an den 
Osteoblasten sehr rasch und intensiv auftrat. Kuwabara® und auch 
Bywaters’ berichteten iiber eine negative Nadi-Reaktion am Gelenk- 
knorpel. Aus den beiden letzten Arbeiten geht nicht hervor, ob die 
Methode am histologischen Schnittpraparat Anwendung fand, und es 
scheint, daB nur makroskopische Untersuchungen ausgefiihrt wurden. 
Diese negativen Befunde stehen im Widerspruch zu den physiologischen 
Erkenntnissen, nach welchen der Gelenkknorpel faihig ist, Sauerstoff 
aufzunehmen; die Cytochrom-Oxydase sollte daher nachweisbar sein. 
Zur Aufkliirung dieses Widerspruchs, der von den Autoren auffilliger- 


1M. A. Bowie, O. Rosenthal u. G. Wagoner, Ann. Rheumat. Dis. 2, 
216 [1941]. 

2 D. M. Laskin u. B. G. Sarnat, Surgery, Gynecol. Obstetr. 96, 493 [1953]. 

3 E.8. Boyd u. W. F. Neuman, Arch. Biochem. Biophysics 51, 475 [1954]. 

‘§. Graff nach D. Glick, Techniques of Histo- and Cytochemistry, New 
York u. London, Interscience Publ. Inc. 1949. 

5 R. H. Follis jr. u. M. Berthrong, Bull. Johns Hopkins Hosp. 85, 281 


{1949}. 


° G. Kuwabara, zit. n. Bywaters’. 
* E.G. L. Bywaters. J. Pathol. Bacteriol. 44, 247 [1937]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 303 14 
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weise nicht vermerkt worden ist, erschien es angebracht, die Ergebnisse 
der Nadi-Reaktion am Gelenkknorpel nachzupriifen und nochmals den 
Versuch zu unternehmen, Cytochrom-Oxydase in diesem Gewebe histo- 
logisch nachzuweisen. 


Material und Methode 


Es wurden 25 Gelenkknorpel von Individuen zwischen 11 Monaten und 
$8 Jahren untersucht. Das Material stammte von Operationen an Hammerzehen, 
Halluces valgi und FuBdeformitaten sowie von drei Hiift- bzw. Kniegelenkarthro- 
desen. Abgesehen von diesen letzteren bot die tiberwiegende Mehrzahl der Gelenk- 
flachen keine groben, makroskopisch erkennbaren pathologischen Verinderungen. 
Das frische Operationsmaterial wurde so rasch wie méglich und ohne jegliche Vor. 
behandlung auf dem Mikrotom zu etwa 20 4 dicken Schnitten verarbeitet. Die in 
Phosphatpuffer (nach Sérensen py 6) aufgefangenen Schnitte kamen sofort in 
das frisch bereitete Nadi-Gemisch, das ebenfalls auf pq 6 eingestellt war. Varia- 
tionen der py-Werte zwischen 5 und 8 ergaben ohne groBe Differenz ein Optimum 
bei px 6. Die Einwirkungszeit betrug 1 Stde. bei Zimmertemperatur. Eine In. 
kubation bei 37° fiihrte zu den gleichen Ergebnissen. Nach Spiilung mit physio. 
logischer Kochsalzl6sung wurden die Schnitte in Kaliumacetat aufgehellt und 
eingebettet. Dauerpraparate sind auf diese Weise nicht erhaltlich. In der feuchten 
Kammer gelingt aber eine Konservierung iiber 3—4 Tage. 

Kontrollschnitte wurden teils mit einer Kaliumcyanidlésung 15 Min. vor. 
behandelt, teils anschlieBend noch zusitzlich in ein Nadi-KCN-Gemisch gebracht. 
Die Vorbehandlung erwies sich als ausreichend. 

i Ergebnisse 

An allen untersuchten Gelenkknorpelschnitten war die Nadi- 
Reaktion positiv. Makroskopisch kam es nur zu einer schwach blaulichen 
Anfiarbung des Gewebsstiickes. Unter dem Mikroskop erwies sich die 
Grundsubstanz praktisch als ungefirbt. Bei mittlerer VergréBerung 
hoben sich in den Knorpelzellen feine dunkle Granula ab, die bei Ver- 
wendung der Olimmersion eine tiefblaue Farbe erkennen lieBen. Die 
Anordnung der Koérnchen war bis auf eine gewisse Bevorzugung der 
Zellmembran, an der sie kranzartig aufgereiht erschienen, unregelmahig. 
Nebenher traten in unterschiedlicher Hiufigkeit auch violette Trépfchen 
auf, die meist etwas gréBer waren als die Granula. Es handelt sich dabei 
um Lipoide, die eine eigene Affinitaét zu dem Farbstoff haben. Die 
violette Ténung ist eindeutig von den indophenolblauen Granula zu 
unterscheiden. 

Die Nadi-Granula traten in den undifferenzierten Zellen an der 
Oberfliche der Gelenkknorpel meist etwas dichter als in den hyper- 
trophierten Zellen in der Basalzone auf. Dabei schien der Gesamtgehalt 
pro Zelle ungefihr gleich zu sein. Mit zunehmendem Alter verringerte 
sich die Menge des Nadi-Substrates in miSigen Grenzen. 

Bei der Untersuchung im polarisierten Licht lieB sich hinsichtlich 
der Nadi-Reaktion keine Differenz zwischen Zellen in faserarmen und 
-reichen Gebieten und in der verkalkten Zone feststellen. Die im Phasen- 
kontrast hervortretenden Unterschiede der perizelluliren Grundsubstanz 
waren ohne Beziehung zum Granulagehalt der Zellen. 
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Die Vorbehandlung mit KCN fiihrte an den Kontrollschnitten zu 
teilweise kompletter Hemmung der Nadi-Reaktion. Hier stellten sich 
nur noch die violetten Trépfchen als Reaktionsprodukte der Lipoide 
dar. Die Hemmwirkung war bei Knorpeln alterer Individuen und be- 
sonders bei den wenigen pathologischen Gelenkflichen geringer und 
ungleichmaiBig. In einem Falle war gar keine Hemmung durch KCN 
festzustellen (tabische Arthropathie, 68 Jahre). 


Diskussion 


Durch den positiven Ausfall der Nadi-Reaktion wird die Anwesen- 
heit der Cytochrom-Oxydase im Gelenkknorpel histologisch bzw. histo- 
chemisch bestitigt. Beweisend ist neben dem Auftreten der typischen 
tiefblauen intrazelluliren Granula die Hemmbarkeit der Reaktion durch 
KCN. AuBer der Cytochrom-Oxydase kommen als reaktionsgebende 
Stoffe nur die Lipoide in Betracht. Diese heben sich durch ihre ab- 
weichende violette Fiarbung deutlich ab und sind gegeniiber KCN in- 
different. 

Die Feststellung eines Riickganges des Gehalts an Cytochrom- 
Oxydase mit dem Alter stimmt iiberein mit den Ergebnissen von Rosen- 
thal, Bowie und Wagoner’, die einen altersentsprechenden Riick- 
gang oxydativer Stoffwechselvorgiinge am Gelenkknorpel fanden. Sie 
konnten nachweisen, da8 dieser Erscheinung ein zunehmender Mangel 
an sauerstoffaktivierenden Fermenten zugrunde liegt. 

Das mehrfach beobachtete Nachlassen der KCN-Hemmwirkung 
auf die Nadi-Reaktion im Alter und bei pathologischen Knorpeln kénnen 
wir noch nicht erkliren. Vielleicht darf man eine erschwerte Diffusion 
des Inhibitors durch eine verainderte Grundsubstanz annehmen. Die 
Moglichkeit, gelben Fermenten, die hier vielleicht angereichert sind, 
die Faihigkeit zur Indophenolblausynthese zuzuschreiben, soll nur an- 
deutend ausgesprochen werden. Zu bedenken ist immerhin, daB der 
alternde Knorpel einen zunehmend anaeroben Stoffwechsel hat. 

Die negativen Ergebnisse der Nadi-Reaktion von Follis und 
Berthrong® fiihren wir auf die Methode dieser Autoren zuriick. Sie 
konnten nur eine schwache VergréBerung anwenden, weil sie die Schnitte 
ohne Deckglas in der Reaktionsfliissigkeit beobachteten. Die nicht so 
augenfillige Reaktion der Knorpelzellen diirfte sich dabei der sicheren 
Feststellung entzogen haben. Eine makroskopisch sichtbare Blaufiirbung 
wie bei anderen Gewebsarten ist bei dem relativ geringen Zellgehalt des 
Gelenkknorpels nicht zu erwarten. Das ist wahrscheinlich der Grund 
fiir den negativen Befund von Bywaters’ im Gegensatz zu dem posi- 
tiven an den Homogenaten zellreichen embryonalen Knorpels bei 
Boyd und Neuman®. 





8 O. Rosenthal, M. A. Bowie u. G. Wagoner, J. cell. comparat. Physiol. 
17, 221 [1941]; 19, 15, 333 [1942]; G. Wagoner, O. Rosenthal u. M. A. Bowie, 
Amer. J. med. sci. 201, 489 [1941]. 
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Der histochemische Nachweis der Cytochrom-Oxydase stellt einen 
weiteren Beweis fiir den Ablauf oxydativer Stoffwechselvorginge im 
Gelenkknorpel dar. Gegeniiber dem bisher nur indirekten, manometrisch 
gefiihrten Nachweis des sauerstoffaktivierenden Ferments stellt die 
histochemische Methode einen Gewinn dar. Sie laBt die Verteilung des 
Ferments innerhalb des Gelenkknorpelquerschnitts erkennen. Die po- 
sitive Reaktion auch an den oberflichlichen Zellen laBt auf einen Sauer. 
stoffbedarf schlieBen, der sicher nicht von den Kapillaren der Mark- 
hohle aus befriedigt werden kann. Man mu annehmen, daB die Gelenk- 
fliissigkeit nicht nur die Substrate des Stoffwechsels, sondern auch 
Sauerstoff von den GefiBen der Synovialhaut durch die Gelenkhdéhle 
an den Gelenkknorpel zu vermitteln hat. Diese Funktion ist bei der 
Erérterung der Physiologie und Pathologie der Gelenke bisher nicht 
gewiirdigt worden. 

Zusammenfassung 

Mit Hilfe der sog. Nadi-Reaktion wurde am Gelenkknorpel aus 
frischem Operationsmaterial Cytochrom-Oxydase histologisch nach- 
gewiesen. Die Natur einer bei alten und pathologischen Knorpeln auf- 
tretenden, durch KCN nicht hemmbaren Reaktion konnte nicht geklirt 
werden. 

Summary 


Cytochrome oxidase in articular cartilage from fresh surgical 
material has been detected histologically by means of the Nadi reaction. 
It was not possible to elucidate the nature of a reaction which occurs 
with aging and pathological cartilage and is not inhibited by potassium 
cyanide. 
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Uber die Receptorsubstanz fiir den Phagen T 5 


IV. Mitteil.1: Eine einfache Methode zur quantitativen Bestimmung 
von Aminosduren und ihre Anwendung fiir Vergleiche 
zgischen Receptorsubstanz und mutativem Abwandlungsprodukt * 


Von 
Gebhard Koch** und Wolfhard Weidel 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biologie, Abt. Melchers, Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. November 1955) 


Aus der Zellwand von E£. coli B 1aBt sich ein sehr hochmolekulares, 
einheitliches Lipoglykoproteid extrahieren, das eine spezifisch gegen- 
iiber dem Bakteriophagen T 5 betitigte, sogenannte ,,Receptoraktivi- 
tit’ aufweist?»3. Durch Mutation kann £. coli B in den Typ ,,B/1,5° 
iibergehen, dessen Zellwand dieses Lipoglykoproteid in einer abgewan- 
delten Form enthalt, was daraus zu schlieBen ist, daB ihm die spezifische 
Receptoraktivitat fehlt. Zur Beantwortung der Frage, auf welche 
chemisch-analytischen oder strukturellen Unterschiede der zwischen 
dem Substanzpaar bestehende, héchst auffiillige funktionelle Unter- 
schied zuriickzufiihren sein kénnte, haben wir schon friiher vergleichende 
Untersuchungen einiger physikalischer?, chemischer? und serologischer! 
Kigenschaften von ,,R 5“, der receptoraktiven, und ,,A 5‘‘, der receptor- 
inaktiven Substanz, angestellt. Als einzige, vollkommen gesicherte 
Differenz wurde eine etwas verschiedene elektrophoretische Wanderungs- 
geschwindigkeit (R 5 > A5) gefunden. Wir haben weitere chemisch- 
analytische Untersuchungen, iiber die hier berichtet wird, insbesondere 
auf einen Vergleich der Molverhiltnisse der Aminosiuren in den Protein- 
komponenten der beiden Komplexe abgestellt. 

Zu diesem Zweck wurde eine urspriinglich von Lev y* angegebene 
Methode zur quantitativen papierchromatographischen Bestimmung 
von Aminosiuren benutzt, aber so weit vereinfacht, daB sie sich nach 
unserem Dafiirhalten nunmehr fiir jedermann als brauchbar erweisen 
wird, da die apparativen und sonstigen Anforderungen sogar in normalen 
klinischen Laboratorien zu erfiillen sein diirften. Die vereinfachte 
Methode wird zuerst beschrieben, anschlieBend ihre Anwendung auf 
unser eigentliches Problem. 


* Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt. 

** Forschungsstipendiat der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 

' TIT. Mitteil.: W. Weidel u. G. Koch, Z. Naturforsch. 10b, 694 [1955]. 

2 W. Weidel, G. Koch u. K. Bobosch, Z. Naturforsch. 9b, 573 [1954]. 

3 W. Weidel u. E. Kellenberger, Biochim. biophysica Acta 17, 1 [1955]. 

' A. L. Levy, Nature [London] 174, 126 [1954]. 
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Vereinfachte Methode zur quantitativen Bestimmung 
von Aminosduren 


Nach Levy‘ werden freie Aminosiiuren (z. B. eines Hydrolysates) 
bei 40° in waBriger, salzfreier, durch einen Autotitrator auf py 9 ge- 
haltener Lésung mit Dinitrofluorbenzol zu den gelben Dinitrophenyl- 
(DNP)-Derivaten umgesetzt. Nach 80 Min. unterbricht man die Reaktion 
und extrahiert das iiberschiissige Reagens mit Ather. Aus der ange. 
siuerten Lésung werden die DNP-Aminosiiuren — mit Ausnahme von 
DNP-Arginin und mono-DNP-Histidin, die in der waBrigen Phase ver- 
bleiben — mit Ather extrahiert. Aquiv alente Mengen des Atherextraktes 
und der wiBrigen Lésung werden als getrennte Startflecken auf Whatman 
Nr. 1 aufgetragen. Die DNP-Aminosiuren werden nach ein- bzw. zwei- 
dimensionaler papierchromatographischer Trennung spektrophotome- 
trisch quantitativ bestimmt. Gegeniiber den mit Ninhydrin arbeitenden 
Bestimmungsmethoden hat dieses Verfahren den groBen Vorteil, da8 
alle Aminoséuren eines Hydrolysates durch Umsetzung mit Dinitro- 
fluorbenzol gemeinsam vor der chromatographischen Trennung sichtbar 
gemacht werden und nicht einzeln danach. Dies verringert einmal den 
Arbeitsaufwand betrachtlich, zum andern kann die Wanderung und 
Trennung der intensiv gelben DNP-Aminosiuren auch wahrend der 
Chromatographie jederzeit verfolgt werden. 

Da uns ein mit sehr kleinen Volumina (2—3 ml) arbeitender Auto- 
titrator nicht zur Verfiigung stand, versuchten wir auf Anregung von 
Herrn Dr. Braunitzer (Max-Planck-Institut fiir Virusforschung, Tii- 
bingen), den py-Wert bei der Umsetzung der Aminosiuren mit Dinitro- 
fluorbenzol durch Verwendung eines Puffers konstant zu halten. Ge- 
eignet hierfiir erwies sich ein auf py 9 eingestellter Carbonat-Hydrogen- 
carbonat puffer. Wesentlich fiir die Anwendbarkeit eines Puffers war unsere 
Beobachtung, daB DNP-Arginin und mono-DNP-Histidin durch drei- 
faches Ausschiitteln mit sek.-Butanol quantitativ in dieses tibergefiihrt 
und so von den bei der Chromatographie stérenden Puffersalzen befreit 
werden kénnen. Auf diese Weise kann man also die Verwendung eines 
Autotitrators zur Aufrechterhaltung mdéglichst niederer Salzkonzen- 
trationen umgehen. Ganz generell lassen sich mit dieser Methode Amino- 
siuren in stark salzhaltigen Lésungen (basische Hydrolysate) ohne vor- 
herige Entsalzung quantitativ bestimmen und auch mehrere Protein- 
analysen gleichzeitig durchfiihren. 

Unsere vereinfachte Methode wurde in Modellversuchen an Amino- 
siiuregemischen erprobt und ihre VerlaBlichkeit durch Insulinanalysen 
bestatigt. Tab. 1 gibt als Beleg eine damit durchgefihrte quantitative 
Bestimmung der Aminosiuren im Insulin wieder. Zum Vergleich sind 
die von Levy‘ sowie von Harfenist® (Methode nach Stein und 
mon) gefundenen und die theoretischen Werte (Sanger, zitiert nach 


5 E. J. Harfenist, J. Amer. chem. Soc. 75, 5528 [1953]. 
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Tab. 1. Insulinanalysen (Vergleich). 





Reste pro Molekiil 





Koch u. 


ey 2 
Weide! | Levy | Harfenist |, e7ee, 


(theoret.) 





2,8 


. 
. 


- 
. 
. 


. 
~ 
. 


m) 
) 
Py 


. 
. 
-) 


. 
. 
. 


. 
Py 
PY 


. 
. 


. 
7 
> 


CWDOO me NOSOH OWNS 


. 
) 
~ 


. 
. 
. 


bt bet et 9 OT be Cou © Ob I 

ee ROD Pe WR ON NW bo 
CcoocoooastrKOOoweao-+s 
mm DD He OO 7 Ol = Co im Co Oo ~1 GO 


. 


. 


nt et et 9 TH et OO He bet BD DD SD BO 
SCOSDDOHMROONOWDAID 


. 
. 














- 
. 


Levy‘) mitangefiihrt. Auch die Analyse von Proteinen mit gréBeren 
Unterschieden in den Molverhiltnissen der Aminosiuren ]i8t sich mit 
unserer Methode ohne Schwierigkeiten durchfiihren. Die Fehlerbreite 
betriigt fiir alle Aminosiuren + 3—5°%, mit Ausnahme von Histidin. 
Diese Aminosiure liegt nach der Umsetzung mit Dinitrofluorbenzol 
zum gréBten Teil als mono-DNP-Histidin vor, doch finden sich daneben 
wechselnde Mengen von di-DNP-Histidin, das sich zwar aus stark 
saurer Lisung mit Essigester, den wir an Stelle von Ather verwenden, 
extrahieren liBt. Da aber bei unserer Methode aus technischen Griinden 
nicht stark angesiuert wird (schlechte Entmischung von Butanol- und 
Wasserphase), geht di-DNP-Histidin mit in den Butanolextrakt, trennt 
sich bei der Chromatographie in der ersten Dimension nicht von mono- 
DNP-Histidin und verursacht so eine gréBere Fehlerbreite von + 6—8%. 
Man braucht das aber nicht unbedingt in Kauf zu nehmen, wenn man 
etwas mehr Umstindlichkeit nicht scheut und eine Trennung von mono- 
und di-DNP-Histidin entsprechend den eben gegebenen Hinweisen 
vornimmt. 

Fiir die Durchfiihrung einer Analyse bendtigt man etwa 800 bis 
900 ug Proteinhydrolysat. Die Analyse beansprucht bei relativ geringem 
Arbeitsaufwand 5 Tage. 


' Ausfiihrung der Bestimmung 


Reagenzien und Lésungen: 2.4-Dinitro-fluorbenzol: Wir verwendeten eip 
krist. Praparat der Firma Merck. 

Pufferlosungen: Carbonat-Hydrogencarbonatpuffer py 9 (1 Vol. m-Na,CO, +- 
9 Vol. m-NaHCO,). Das pa der Mischung wird jeweils vor Gebrauch gepriift und 
genau eingestellt. Phosphatpuffer py 6 (1 Mol NaH,PO, + 0,5 Mol Na,HPO, in 
dest. Wasser gelést und auf 11 aufgefiillt). 
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Butanol-Ammoniak: Gleiche Vol. n-Butanol (einmal fraktioniert) und 
0,1(gew.)-proz. waBr. Ammionaklésung werden vereinigt und geschiittelt. Zur Ver. 
wendung gelangt die obere Phase. 

Propanol/Ammoniak: Man mischt 75 Vol. Propanol mit 25 Vol. 0,2(gew.). 
proz. waBr. Ammoniaklésung. 

6-n. HCl (fiir Hydrolyse). 

sek,-Butanol, Athylacetat, Athylather (fiir Extraktion). 

Chromatographiepapier: Schleicher & Schiill 2043a und 2043b, Bogen von 
58 x 60 cm. 

Hydrolyse: 3 mg Protein werden mit 3 m/ 6-n. HCl] im zugeschmolzenen 
Glasréhrchen bei 115° 16 Stdn. hydrolysiert®. Nach dem Offnen des Réhrchens 
entfernt man die Salzsiure im Exsiccator iiber NaOH oder durch Aufblasen von 
CO, im siedenden Wasserbad. 

Umsetzung mit Dinitrofluorbenzol: Man nimmt das Hydrolysat in 
2 ml dest. Wasser auf, iiberfiihrt es in einen mit Schliffstopfen versehenen Erlen- 
meyerkolben von 50 mi Inkalt und gibt 1 m/ Carbonat-Hydrogencarbonatpuffer 
sowie 10 ul Dinitrofluorbenzol (zwecks Verfliissigung auf 30° erwirmen!) hinzu. 
In dem gut verschlossenen Kolben ist die Umsetzung unter dauerndem Schiitteln 
auf der Maschine bei 40° (Féhn!) nach 2 Stdn. beendet. 

Befreiung von Puffersalzen: Die Liésung wird unter Nachspiilen mit 
dest. Wasser quantitativ in ein Reagenzglas mit Schliffstopfen tiberfiihrt. Es 
empfiehlt sich, zunachst tiberschiissiges Reagens durch Ausschiitteln mit Ather 
zu entfernen. Dabei werden auch eventuell anwesende DPN-Derivate von Purin- 
und Pyrimidinbasen beseitigt. Nach dem vorsichtigen Ansauern der Lésung rit 
0,5 ml 4-n. HCl lassen sich die DNP-Aminosiuren mit Ausnahme von DNP-<Arginin 
und DNP-Histidin durch dreimaliges Ausschiitteln mit je 2 ml Essigester extra- 
hieren. Die obere Phase wird jedesmal mit einer Kapillarpipette méglichst quanti- 
tativ abgehoben. Der erste Auszug wird durch Ausschiitteln mit 1—2 ml Wasser 
von Salzén und sauren Bestandteilen befreit und das dafiir verwendete Wasser 
auch zum Nachschiitteln des zweiten und dritten Extrakts benutzt. Man ver- 
einigt die Essigester-Ausziige, iiberfiihrt sie in einen Sublimationskolben und ent- 
fernt das Lésungsmittel durch Aufblasen von CO, im Wasserbad (70°). Sodann 
werden die in der waBrigen Phase verbliebenen Aminosauren durch drei- bis vier- 
maliges Ausschiitteln mit je 1—2 ml sek.-Butanol extrahiert, diese Ausziige, wie 
oben beschrieben, mit 1—2 ml Wasser gewaschen, vereinigt und mit Methanol 
auf 5 ml aufgefiillt (wenn nétig, vorher etwas einengen!). Bei stark salzhaltigen 
Lésungen empfiehlt es sich, die vereinigten Butanolextrakte noch zweimal mit 
wenig frischem Wasser nachzuschiitteln, ehe man auffiillt. 

Entfernung von 2.4-Dinitro- phenol: Das bei der Umsetzung der Amino- 
siuren mit Dinitrofluorbenzol als Nebenprodukt entstandene 2.4-Dinitro-phenol 
wird nunmehr aus dem eingetrockneten Essigesterextrakt durch Sublimation 
unter 0,1 Torr (70°/3 Min.) méglichst vollstandig entfernt’. Der Kiihlfinger im 
Sublimationskolben wird wahrend der Sublimation mit Leitungswasser durch- 
spilt. Die im Kolben verbliebenen DNP-Aminosiéuren werden in Essigester auf- 
genommen und auf 5 ml aufgefiillt. Man kann die Sublimation auch im Vak. der 
Wasserstrahlpumpe (12 Torr) durchfiihren, mu8 dann aber die Temperatur auf 
95° steigern und nach einer Sublimationsdauer von 2—3 Min. unterbrechen, um 
den Kolbenriickstand zwecks Neuverteilung wieder in etwas Essigester zu lésen. 
einzutrocknen und abermals 2—3 Min. zu sublimieren. Man setzt dies so lange 
fort, bis am Kiihlfinger kein Beschlag mehr auftritt. ’ 

Papierchromatographische Trennung der DNP-Aminosauren: 
Je 0,5 ml des Essigester- bzw. des Butanolextraktes werden getrennt stark ein- 
geengt und nebeneinander als kurze (1—1,5 cm) strichférmige Startflecken auf 
Schleicher & Schiilll-Papier 2043a (bei stark unterschiedlichem Molverhaltnis der 








6G. Schramm u.G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 5b, 297 [1950]. 
7 G. L. Mills, Biochem. J. 50, 707 [1952]. 
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Aminosauren auf 2043b) aufgetragen. Abstand vom Papierrand: 10 cm. Gegen- 
seitiger Abstand: 8 cm. Der Butanolfleck muB auBen liegen, da Arginin und Histidin 
bereits nach der 1. Dimension getrennt sind und abgeschnitten werden. Es empfiehlt 
sich, fiir eine Analyse drei Parallelchromatogramme anzufertigen. Bei starken 
Differenzen im Mol-Verhiltnis der Aminosiuren, wie z. B. beim TMV-Protein. 
hat es sich als giinstig erwiesen, auf eines der Parallelchromatogramme eine gréBere 
Extraktmenge aufzutragen, um so die in der Minderheit anwesenden Aminosaéuren 
noch sicher erfassen zu kénnen. Um eine méglichst gleichmaBige Wanderung zu 


Arg Hist 


Butanol/NHg 


15 M Phosphat 





Abb. 1. Ein zweidimensionales Chromatogramm einer Mischung von DNP-Amino- 
siuren. Gestrichelt umrandet: Fleck einer unbekannten Aminosiure (?), vgl. Text. 


erzielen, tiberfiihrt man die aufgetragenen DNP-Aminosauren in die Ammonium- 
salze, indem man die Startflecke von beiden Seiten kurz iiber eine offene Flasche 
mit 25-proz. Ammoniak halt*. 

Die Entwicklung der Chromatogramme geschieht absteigend, in der ersten 
Dimension nach Braunitzer® im System Butanol/NH, oder Propanol/NH;. Die 
DNP-Aminosauren wandern in beiden Systemen mit nahezu gleichen Ryr-Werten. 
Die Gemische nach Braunitzer lassen sich leichter handhaben und _ besitzen. 
mit Ausnahme einer schlechteren Trennung von Valin und Leucin, fast das gleiche 
Auflésungsvermégen wie das von Levy‘ benutzte, von Biserte und Osteux 
angegebene System. Drei bis vier Stunden nach dem Einhangen der Papiere in den 
Chromatographierkasten, der von Lésungsmitteldampf erfiillt ist, gibt man eines 
der oben genannten Lésungsmittel in den oberen Trog. Wenn nach ungefahr 





8 F. Turba, Chromatogr. Methoden i. d. Protein-Chemie, S. 192 (Springer 
Verlag Berlin-Géttingen-Heidelberg, 1954). 
® G. Braunitzer, persénl. Mitteilung. 
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48 Stdn. das Dinitroanilin (schnellste Komponente) nahezu das Ende des Papier. 
bogens erreicht hat, nimmt man die Chromatogramme aus dem Kasten und 
trocknet sie im Luftstrom bei 40°. Die Flecke von DNP-Arginin und DNP-Histidin 
(Butanolstart) werden auf einem Streifen parallel zur Papierkante gemeinsam 
abgeschnitten und die Papiere sodann in der 2. Dimension mit Phosphatpuffer 
entwickelt. Die Lage der Flecke ist aus Abb. 1 ersichtlich. Infolge der guten Re. 
produzierbarkeit und wegen der gleichmaBigen Verteilung der einzelnen Kompo-. 
nenten tiber das Chromatogramm bietet die Identifizierung der DNP-Aminosiuren 
nach kurzer Einarbeitung in die Methode keine Schwierigkeiten. Referenzen 
werden daher nicht bendtigt. 

Extinktionsmessung: Zur quantitativen Bestimmung der DNP-Amino. 
siuren werden die einzelnen Flecke ausgeschnitten und in einem Reagenzglas mit 
5 oder 10 ml dest. Wasser bei 55° (15 Min.) unter dreimaligem Umschiitteln eluiert. 
Nach dem Abkiihlen bestimmt man die Extinktion der Eluate bei 360 my (fiir 
Prolin 385 my) (dest. Wasser in der Vergleichskiivette). Zur Beriicksichtigung des 
Papierblindwertes geniigt es, ein Stiick des Chromatogramms von der GréBe eines 
mittleren Aminosaurefleckes auszuschneiden, wie oben beschrieben zu extrahicren 
und die Extinktion des Extraktes, ebenfalls gegeniiber Wasser, zu bestimmen. Von 
den Extinktionen der einzelnen Aminosiuren zieht man sodann je nach GréBe 
des zugehGrigen Fleckes einen proportionalen Anteil der Leerfleck-Extinktion ab. 
Die erhaltenen Werte multipliziert man mit den in Tab. 2 aufgefiihrten Korrektur- 
faktoren und verwandelt sie so in die Mol.-Verhaltnisse der Aminoséuren. Wenn 
ein Beckman-Spektrophotometer nicht zur Verfiigung steht, kénnen die Extink- 
tionen auch mit einem Eppendorf-Photometer (Filter 366 mu) gemessen werden. 
Sie sind dann mit den in Tab. 2, Spalte 2 angegebenen Faktoren zu multiplizieren. 
Die Fehlerbreite ist in diesem Fall um etwa +1°% gréBer. 

Stets ist zu beriicksichtigen, daB die DNP-Verbindungen lichtempfindlich 
sind. Man sollte also die Chromatographie im Dunkeln durchfiihren und im iibrigen 
rasch und nur bei gedimpftem Tageslicht arbeiten. 


Tab, 2. Korrekturfaktoren zur Umwandlung von Extinktionen in Mol- 
Verhialtnisse. 
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Vergleichende Analysen von R5 und A5 


Material und Methoden 


Receptorsubstanz R5 und analoge, inaktive Substanz A5 wurden dar- 
gestellt bzw. mit Phenol dissoziiert wie bereits beschrieben® ?. 

Analytische Methoden: C-, H- und N-Verbrennungen wurden vom 
Laboratorium Dr.Schoeller, Kronach, durchgefiihrt. Fiir Routine-Unter- 
suchungen bestimmten wir N selbst nach einer Kjeldahl-Mikromethode, P nach 
der Methode von Allen?®. Zur Identifizierung der Aminosaiuren in den Hydroly- 
saten wurde u.a. auch die Trennung durch zweidimensionale Papierchromato- 
graphie nach N. Pfennig™ herangezogen. Die quantitative Bestimmung der 
Aminosauren geschah nach der oben beschriebenen Methode. 


Ergebnisse 
Elementaranalyse von R5 und A5 sowie ihren Phenol- 
dissoziationsprodukten: Wie Tab. 3 zeigt, ist die Ubereinstimmung, 


Tab. 3. Elementaranalysen von R5, A5 und ihren Lipoproteid- bzw. Lipopoly- 
saccharidanteilen (°%). 





phenolunléslicher 
Anteil (Lipopoly- 
sacch.) 


R5 Ad R5 | A5 A5 


Komplettes Lipoglyko- | phenolléslicher An- 
proteid teil (Lipoproteid) 








54,53 54,43 
7,93 8,07 
6,55 6,46 
2,94 2,91 

Asche 7,18 7,10 

phenollésl. 52,0 50,0 

















besonders zwischen den beiden kompletten Lipoglykoproteiden, er- 
staunlich. Man erkennt ferner, daB auch ihre Zerlegung durch Phenol 
sich in offenbar ganz analoger Weise vollzieht. Die bestehenden gering- 
fiigigen Differenzen liegen im Fehlerbereich der Aufarbeitungs- und 
Bestimmungsmethoden. Auffallige Unterschiede zwischen R 5 und A 5 
fehlen hiernach vollkommen. 


Qualitativer und quantitativer Vergleich der Amino- 
siuren von R5 und A5 bzw.ihrer abdissoziierten Lipropro- 
teidkomponenten 

a) Qualitativ: Zur Trennung durch zweidimensionale Papier- 
chromatographie eigneten sich die von N. Pfennig" angegebenen 
Systeme. Abb. 2 stellt das zweidimensionale Chromatogramm eines 
Hydrolysats vom phenolléslichen Lipoproteid-Anteil von R 5 dar. Einer 
der Flecke konnte von uns nicht identifiziert werden.. Die diesen Fleck 
bildende Substanz zeigt in mehreren Systemen einen von den bekannten 


10 R. J. L. Allen, Biochem. J. 34, 858 [1940]. 
1 N. Pfennig, Naturwissenschaften 41, 62 [1954]. 
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Aminosiuren abweichenden Ry-Wert. Prolin taucht hier wegen zu 
geringer Konzentration nicht auf. 


Butanol/Eisessig/Wasser 


“Ee: 
Lys® 
Arg 


QD 
§ > 


Thr 


Picolin /Pyridin/ Wasser 


unbek. ra @ 
-— 2S 
Leuc 


Abb. 2. Zweidimensionales Chromatogramm der Aminosiuren des Lipoproteid- 


anteils von R 5 bzw. A 5, Methode nach N. Pfennig". 


Tab. 4. Mol.-Verhaltnisse der Aminosiuren von R5, A5 und ihren Lipoproteid- 
anteilen sowie der Aminosauren der Coli-Membran (%). 
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Das in gleicher Weise gewonnene Chromatogramm der Amino- mol 
siuren aus dem phenolléslichen Anteil von A5 ist mit dem von R5 — 
in jeder Beziehung identisch. Die Chromatographie der Aminosauren 
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beider Lipoproteide in Methylaithylketon-Pyridin- Wasser! zeigte, dab 
sie neben Leucin auch Isoleucin enthalten. 

Nachweisbare qualitative Unterschiede in der Aminosiurezu- 
sammensetzung dieser Proteide bestehen also nicht. 

b) Quantitativ: Die quantitative Aminosiurezusammensetzung 
von R5 und A 5 (komplett) sowie ihrer phenolléslichen Anteile wurde 
mit dem eingangs beschriebenen DNP-Verfahren untersucht. In Tab. 4 
sind die gefundenen Mol.-Verhiltnisse der Aminosiuren (in °) fiir die 
beiden Lipoglykoproteide und ihre Lipoproteidkomponenten aufgefiihrt. 
Die erwaihnte, unbekannte Aminosiure (?) fehlt in den Hydrolysaten 
der kompletten Komplexe, wahrscheinlich, weil sie infolge der Anwesen- 
heit von Zuckern (aus deren Lipopolysaccharidanteil) zerstért wurde. 
Die fiir R5 und A5 sowie ihre Lipoproteidkomponenten gewonnenen 
Werte unterscheiden sich untereinander nur innerhalb der Fehlerbreite. 
DaB zwischen den kompletten Proteidkomplexen einerseits und ihren 
phenolléslichen Anteilen andererseits geringe Differenzen in den Mol.- 
Verhaltnissen bestehen, riihrt im wesentlichen davon her, daB nach der 
Phenoldissoziation noch Aminosiuren beim phenolunléslichen Lipopoly- 
saccharid verbleiben. Ubrigens stammten die unmittelbar zur Analyse 
herangezogenen Praparate von R 5 und A 5 auch nicht aus der gleichen 
Parallelaufarbeitung wie die, aus denen phenollésliches Lipoproteid 
zwecks Analyse gewonnen wurde. 

Die Proteinkomponenten von R 5 und A 5 unterscheiden sich dem- 
nach in ihrer Aminosiurezusammensetzung weder qualitativ noch 
quantitativ. 

In diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, da dagegen bei 
einem Vergleich von R.5 bzw. A 5 mit der Zellmembran von £. coli BY 
ethebliche quaiitative sowohl wie quantitative Unterschiede in Bezug 
auf die Aminosiurebausteine gefunden wurden. Dies unterstiitzt unsere 
Ansicht, daB es sich bei R 5 baw. A 5 in der Tat um nicht nur funktionell, 
sondern auch chemisch selbstiindige Komponenten der Coli-Zellwand 
handelt. Die letzte Spalte von Tab. 4 zeigt das Ergebnis einer Be- 
stimmung der Aminosiuren im Hydrolysat von Coli B-Zellmembranen. 


Siureamid-Stickstoff 


Mit der Levyschen Methode laBt sich Siureamid-Stickstoff (als 
Dinitroanilin) nicht quantitativ erfassen. Wir bestimmten den Amid- 
stickstoff deshalb in Anlehnung an ein Verfahren von Schramm und 
Braunitzer®, 

Das Hydrolysat von 5 mg Protein wird nach Entfernung der Salz- 
siure in 10 ml dest. Wasser aufgenommen, mit NaOH auf px 10,3 ge- 
bracht und durch Nachspiilen mit Wasser quantitativ in eine Mikro- 
kjeldahl-Apparatur tiberfiihrt. Innerhalb von 3 Min. destillieren Am- 


moniak und sonstige fliichtige Basen iiber und kénnen titriert werden. 


Th. Wieland u. L. Bauer, Angew. Chem. 68, 512 [1951]. 
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Aminosiuren werden bei diesem Verfahren nur in sehr geringem Ausma8 
zerstért. Es wurde gefunden, daB bei R5 16,0%, bei A5 16,3% des 
Gesamtstickstoffs auf NH, oder andere fliichtige Basen entfallen. Kin 
gesicherter Unterschied besteht auch in dieser Hinsicht nicht. 


Diskussion 


Zwischen einer Receptorsubstanz und ihrem receptorinaktiven, 
mutativen Abwandlungsprodukt kénnen sehr wohl leicht zu fassende, 
chemisch-analytische Unterschiede bestehen. So enthalt z. B. das Lipo- 
polysaccharid der Zellmembran von £. coli B, das gegeniiber den Phagen 
T 3, T 4 und T 7 receptoraktiv ist, L-Gala-D-manno-heptose!* 14, die im 
Lipopolysaccharid der Mutante ,,B/3, 4, 7°‘ (receptorinaktiv gegeniiber 
T 3,T4,T7) fehlt. Auch zwischen den Proteinanteilen von Receptor. 
komplexen verschiedener Spezifitit kénnen erhebliche analytische Unter- 
schiede bestehen, wie in dieser Arbeit u. a. gezeigt wird. Das Protein 
der Zellmembran von E£. coli B®, das in enger Beziehung zur Receptor- 
aktivitét dieser Struktur gegeniiber den Phagen T 2 und T6 steht’, 
ist qualitativ und quantitativ anders zusammengesetzt als das Protein 
der Receptorsubstanz fiir den Phagen T 5. 

Chemisch-analytische Unterschiede zwischen dieser letzteren Re- 
ceptorsubsfanz (R5) und der ihr analogen, inaktiven Substanz (A 5) 
konnten wir jedoch bisher nicht auffinden. Nach Ausweis von uns 
durchgefiihrter serologischer Vergleiche' fehlen sogar strukturchemische 
Unterschiede auch nur einigermaBen auffalligen Charakters. So muB es 
noch immer dahingestellt bleiben, worauf der krasse funktionelle Unter- 
schied zwischen R 5 und A 5 beruht, der bisher iiberhaupt nur mit der 
verschiedenen elektrophoretischen Beweglichkeit des Substanzpaares 
in Parallele zu setzen war?. 

Verschiedene elektrophoretische Beweglichkeit verwandter Pro- 
teine ohne faBbare Unterschiede in der qualitativen und quantitativen 
Aminosiurezusammensetzung® 1° wurde zwar schon mehrfach gefunden 
und beschrieben. In keinem dieser Fille sind aber bisher die Amino- 
siiurenfolge oder sonstige Einzelheiten der Feinstruktur bekannt. 

Es besteht jetzt eigentlich nur noch die Méglichkeit, daB im Lipoid- 
anteil von R. 5, der vermutlich fiir die Receptoraktivitaét. zumindest mit 
verantwortlich ist, vielleicht doch noch direkt faBbare chemische Unter- 
schiede gegeniiber dem Lipoid von A 5 auftauchen. Untersuchungen 
hieriiber haben wir begonnen. 

Wir danken Herrn Dr. Braunitzer (Max-Planck-Institut f. Virusforschung. 
Tiibingen) fiir die Uberlassung von DNP-Aminosauren und wertvolle Hinweise. 
und Fraulein E. M. Jordan fiir ihre geschickte Hilfe bei der Durchfiihrung der 
Anaiysen. 

13 W. Weidel, G. Koch u. F. Lohss, Z. Naturforsch. 9b, 398 [1954]. 

14 W. Weidel, diese Z. 299, 253 [1955]. 

15 W. Weidel, Z. Naturforsch. 6b, 251 [1951]. 

16 W.A.Schroeder, L.M. Kay u. J.C. Weelis, J. biol. Chemistry 187, 
221 {1951}. 
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Zusammenfassung 


Es wird eine besonders einfache, papierchromatographische Methode 
zur quantitativen Bestimmung von Aminosiuren beschrieben. 

Die Methode wird zu quantitativen Vergleichen zwischen dem 
Aminosduregehalt der Receptorsubstanz fiir den Phagen T 5 und eines 
ihr biosynthetisch analogen, receptorinaktiven Lipoglykoproteids be- 
nutzt. Chemisch-analytische Unterschiede zwischen beiden Substanzen 
konnten weder in der Aminosiiurezusammensetzung noch in sonstiger 
Beziehung gefunden werden. 


Summary 


A very simple paper chromatographic method is described for the 
quantitative determination of amino-acids. 

The method is applied to the quantitative comparison of the amino- 
acid compositions of two biosynthetically related lipoglycoproteins, viz. 
the T5 receptor substance from £.coli B and its receptorinactive 
analogue from £. coli B/1,5. No analytical differences in the amino-acid 
composition or in any other respect could be found between the two 
substances. 
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Komplexbildung von Steroidhormonen mit Saureamiden! 
Von 
Erwin Schwenk und Elsie Stahl-Oderwald 


Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der Schering Corporation, Bloomfield, N. J., 
und der Worcester Foundation for Experimental Biology, Shrewsbury, Mass., USA 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19, November 1955) 


Herrn Professor Dr. Dr.h.c. Walter Schoeller zur Feier seines 75. Geburtstages 
gewidmet 


Die Frage der Bindung von Steroiden (Cholesterin und Steroid- 
hormone) an Protein ist im Hinblick auf deren Transport im Blut ver- 
schiedentlich erértert und erst unlingst von Roberts und Szego! 
eingehend besprochen worden. Uber die Art dieser Bindung ist aber nur 
wenig bekannt. So haben dieselben Autoren? im Blut an EiweiB ge- 
bundenes Ostrogen angenommen und Bischoff und Pilhorn® haben 
gezeigt, daB Testosteron und Progesteron in Proteinlésungen betracht- 
lich besser léslich sind als in Wasser. Bischoff und Katherman! 
zogen Nebenvalenzen als Ursache fiir die Bindung von Testosteron und 
Ostradiol an Albumin in Betracht. Schellmann, Lumry und Samuels® 
wiesen die Bindung von Testosteron an Albumin mit physikalisch- 
chemischen Verfahren nach, und Levedahl und Bernstein® benutzten 
die gleichen Methoden, um zu zeigen, dai die Bindung des Testosterons 
nicht durch die ¢-Aminogruppen des Lysins erfolgen kann. Sie glauben. 
daB ,,more specific sites‘ vorhanden sein miissen, um die gefundenen 
8—10 Molekiile Testosteron pro Molekiil Protein festzuhalten, ohne 
aber eine Vermutung iiber die Art dieser Bindungsorte auszusprechen. 
Neuerdings haben Wotitz, Richterich-van Baerle und Lemon’ 
aus Versuchen iiber das Verhalten des Testosterons im Stoffwechsel 
geschlossen, daB eine reversible Bindung des Hormons an das Protein 
des Serums stattfindet, bevor der enzymatische Abbau des Testosterons 
heginnt. 


1§. Roberts u.C.M.Szego, Biochemistry of Steroid Hormones in Ann. Rev. 
Biochem. 24, 543 [1955]. 

2 §. Roberts u. C.M.Szego, Endocrinology 89, 183 [1946]. 

3 F. Bischoff u. H. R. Pilhorn, J. biol. Chemistry 174, 663 [1948]. 

4 F. Bischoff u. R. E. Katherman, Amer. J. Physiol. 152, 189 [1948}. 

5 J. A.Schellmann, R.Lumry u. L. T. Samuels, J. Amer. chem. Soc. 
76, 2808 [1954]. 

6 B. H. Levedahl u. H. Bernstein, Arch. Biochem. Biophysics 52, 353 
[1954]. 

7H. H. Wotitz, R. Richterich-van Baerle u. H.M. Lemon, J. biol. 
Chemistry 213, 969 [1955]. 
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Die komplizierte Natur der Proteine legt es nahe, diese Frage an 
einem einfacheren Modell zu studieren. Wie in der vorliegenden 
Untersuchung gezeigt wird, laBt sich mit Hilfe der thermischen Analyse 
eine Beziehung zwischen den fiir die nicht aromatischen Steroidhormone 
charakteristischen «,f-ungesittigten Ketongruppen —CO-CH = CH— 
und den Peptidbindungen —CO-NH— wabhrscheinlich machen. Zu 
diesem Zweck ersetzten wir die hochmolekularen Proteine durch ihre 
einfachen Analogen, die Amide der niederen Fettsiuren. 


Beschreibung der Versuche 


Die verwendeten Substanzen waren Eastman-Praparate, mit Ausnahme der 
Steroide, die aus dem Betrieb der Schering Corporation, Bloomfield, N. J., 
stammten und von iiblicher Reinheit waren. Entsprechende Mengen jeder Substanz 
wurden, fein gepulvert, auf einer analytischen Waage genau eingewogen und durch 
Schmelzen gemischt. Die erstarrten Schmelzen wurden fein gepulvert und die 
Schmelzpunkte mit einem Herschberg-Schmelzpunktsapparat und mit Hilfe von 
kurzen, ganz im Dampf des Heizmittels befindlichen Anschiitz-Thermometern 


Ubersicht iiber die mit Hilfe der Schmelzdiagramme erhaltenen Komplexe. 
Die Zahlen in den Kolonnen unter den Siureamiden geben die Zahl der Molekiile 
des Saiureamids an, die sich mit einem Molekiil des Steroids vereinigen. 
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oder auf der Fischer-Stage in iiblicher Weise bestimmt. In den folgenden Kurven 
sind nur die Endschmelzpunkte wiedergegeben, obgleich jedesmal auch die Tau- 
punkte notiert wurden. Die Wiederholung der Schmelzpunktsbestimmungen zu 
verschiedenen Zeiten ergab manchmal Abweichungen, die aber den Verlauf der 
Kurven nicht beeinfluB8ten und durch die Ungenauigkeiten des angewandten 
Verfahrens erklart werden kénnen; ferner kommt z. B. Acetamid in Formen mit 
verschiedenen Schmelzpunkten vor, und manche Steroide, z. B. Progesteron, 
zeigen zwei Schmelzpunkte. 
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Schmelzpunktsdiagramme von Steroidhormonen mit Saureamiden. 


Die Abbildungen geben die erhaltenen Schmelzdiagramme wieder. Jedem 
Maximum in diesen Kurven entspricht ein bestimmtes molekulares Verhaltnis 
zwischen Steroid und Saureamid (s. auch die Ubersicht). 

Versuche, Verbindungen von Saéureamid und Steroid in fester Form zu be- 
reiten, waren nur in einem Falle von Erfolg begleitet. 

Darstellung eines kristallisierten Komplexes von Testosteron 
und Formamid: 1 g Testosteron wird durch Erwarmen in 5 com Formamid 
gelést und eine kleine Menge Wasser tropfenweise bis zur leichten Triibung zu- 
gegeben. Man filtriert rasch und 14Bt kristallisieren. Die erhaltenen Nadeln werden 
scharf abgesaugt und bei gewdhnlicher Temperatur getrocknet. Schmp. 84— 107°. 
Kocht man die Substanz mit Wasser, so bleibt ein unléslicher Riickstand, der sich 
durch seinen Schmelzpunkt (152—153,5°) als Testosteron erweist. 

C,9H.,0.* HCONH,-1/2 H,O Ber. C 70,1 H9,42 N 4,09 
Gef. C 70,94 H 9,26 N 4,12 


Besprechung der Ergebnisse 


Seit der Entdeckung der Digitoninverbindungen der Sterine durch 
Windaus® hat man die Entstehung dieser Komplexe mit der 38-Hydro- 
xylgruppe der Sterine in Beziehung gebracht. Aber schon Windaus 
und Rheinboldt® haben gefunden, daB auch andere Stoffe wie «- 
Terpineol und /-Naphthol, die keine 36-Hydroxylgruppen enthalten, 
schwer lésliche Komplexe mit Digitonin geben kénnen. Spiater ent- 
deckte Wintersteiner!®, da8 £-Ostradiol (Schmp. 177°) von Digitonin 
gefallt wird, aber nicht «-Ostradiol (Schmp. 222%). Whitman und 
Schwenk" fanden, daB das 3f-Acetoxy-45-pregnen-on-(20) ebenfalls 
ein schwer lésliches Digitonid gibt, obwohl seine 36-Hydroxyl-Gruppe 
durch das Acetyl verschlossen ist. Mit einem Siureamid, nimlich 
Harnstoff, ist von Priewe! £-Ostradiol (Schmp. 177°), aber nicht sein 
Isomeres, zu einer schwer léslichen, zur Reinigung verwendbaren Ver- 


8 A. Windaus, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 238 [1909]; diese Z. 65, 110 [1910]; 
E. Fernholz, ebenda 282, 97 [1935]. 

® A. Windaus u. R. Rheinboldt, diese Z. 126, 229; 126, 308 [1922]. 

10 QO. Wintersteiner, J. Amer. chem. Soc. 59, 765 [1937]. 

1B. Whitman u. E.Schwenk, Amer. Pat. 2221, 826 (Schering Corpo- 
ration); Chem. Zbl. 1941 I, 3114. 

12, H. Priewe, Amer. Pat. 2300134 (Schering Corp.); C. A.37, 1836 [1943]. 
15* 
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bindung vereinigt worden. Die Komplexbildung mag in diesem Fall 
darauf beruhen, da8 -Ostradiol als Phenol die schwache Base Harnstoff 
bindet. Ahnlich kann auch die Vereinigung von Ostron mit Chinolin 
erfolgen, die von Butenandt und West phal'* beschrieben wurde. Eine 
soleche Erklarung kann aber fiir die Verbindung von Harnstoff mit 3-- 
Hydroxy-45-pregnen-on-(20)!4 nicht herangezogen werden; man kénnte 
bei diesen Harnstoffverbindungen an EinschluBverbindungen der von 
Schlenk? beschriebenen Art denken. 

SchlieBlich haben Lieberman, Brazun und Hariton gefunden", 
daB die gesittigten 3-Ketone der Steroidreihe mit Cystein leicht 
eine chemische Bindung unter Bildung von Spirothiazolidinringen ein- 
gehen. Solche Reaktionen treten jedoch, im Gegensatz zu den hier be- 
handelten Komplexen, bei den «, §-ungesittigten 3-Ketonen der Steroid- 
reihe nicht ein. 

Keine dieser Reaktionen kann zur Erklarung der in dieser Arbeit 
beschriebenen Komplexe herangezogen werden. Die mitgeteilten Er- 
gebnisse legen aber nahe, daB es sich bei der Bildung der Komplexe von 
Steroidhormonen mit Siaureamiden um eine spezifische Beziehung 
zwischen der «, f-ungesittigten 3-Ketogruppe in den Steroidhormonen 
und der Siureamidgruppe im andern Partner handelt. Das Ausbleiben 
der Komplexbildung mit 44-Cholestenon-(3) zeigt aber, daB diese Be- 
dingung allein nicht geniigt. Der Ersatz der aliphatischen Seitenkette 
in letzterem durch Hydroxyl oder durch Propionoxyl im Testosteron und 
seinem Propionat, ebenso wie der Ersatz durch die Acetogruppe im Pro- 
gesteron erlaubt die Komplexbildung. Da’ jedoch das Vorhandensein der 
beiden oben genannten charakteristischen Gruppen zu ihrer Komplexbil- 
dung nicht ausreicht, zeigt die Tatsache, daB gewisse Substanzpaare nur 
eutektische Mischungen geben. Das dem Testosteron isomere Dehydro- 
epiandrosteron gibt mit Acetamid auch nur ein Eutektikum. Es ist auch 
interessant, dafs das Acetylglycinamid, das man als ein einfaches Peptid 
auffassen kann, mit Testosteron Komplexe bildet, aber nicht mit 
Progesteron. Aus der Ubersicht ist zu ersehen, daB die thermische Analyse 
von Gemischen der Steroidhormone oder verwandter Substanzen der Ste- 
rinreihe mit Siureamiden verschiedene Reaktionsweisen dieser Stoff- 
gemische anzeigt. Neben einfachen Eutektiken findet man insbesondere 
bei den eigentlichen Steroidhormonen klar ausgesprochene Komplex- 
bildung. Andere Paare zeigen teilweise oder vollstindige Léslichkeit der 
Komponenten ineinander. Wie die beiden letzten Diagramme zeigen, 
geben Desoxycorticosteron-acetat und 4*-Androstendion-(3.17) mit 
Acetamid zusammengesetzte Kurven, die neben Komplexbildung auf 
volistindige Léslichkeit des Komplexes mit dem Steroid hinweisen. 


13 A, Butenandt u. R. Westphal, diese Z. 228, 147 [1934]. 

14 Nicht veréffentlichte Beobachtung der Schering Corporation. 

15 W. Schlenk, Liebigs Ann. Chem. 565, 204 [1949]. 

16 §. Lieberman, P. Brazun u. L. B. Hariton, J. Amer. chem. Soc. 70, 
3094 [1948]. 
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Zusammenfassung 


Steroidhormone und Saiureamide kénnen Komplexe bilden, die sich 
durch Maxima in den Kurven der Schmelzpunkte ihrer Mischungen 
anzeigen. Zur Erklarung dieser Komplexbildung wird angenommen, daf 
die —CO-CH=CH-Gruppe der Steroidhormone mit der —CO-NH-Gruppe 
der Siureamide in Beziehung tritt. Eine solche lose Bindung kann zur 
Erklirung der Bindung der Steroidhormone an Proteine herangezogen 
werden. 


Summary 


Steroid hormones and. acid amides are able to form complexes which 
are characterized by maxima in the melting point curves of their mix- 
tures. To explain this complex formation it is assumed that the —CO. 
CH =CH— grouping of the stero:d hormones combines with the —CO.- 
NH— grouping of the acid amides. The binding of the steroid hormones 
to proteins may involve such a loose bond formation. 
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Uber die T rimethylol-essigsaure 
I. Mitteil. iiber neue Derivate des Pentaerythrits 
Von 
Waldemar Kutscher und Werner Nagel 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Oktober 1955) 


In Fortsetzung einer alteren Arbeit iiber das Verhalten des Penta- 
erythrits (PE) im Stoffwechsel!, bei welchem sich die Méglichkeit ergab, 
daB bei der Oxydation des PE im Kérper Aldehyde entstehen, die zu 
einer Schaidigung des Inselapparates im Pankreas fiihren kénnten (vergl. 
1. c.2), versuchten wir verschiedene Derivate des PE, insbesondere auch 
wohl definierte Aldehyde darzustellen, die auf ihre physiologische 
Wirkung gepriift werden sollten. Bei einigen schon bekannten PE. 
Derivaten konnten wir interessante Wirkungen beobachten, woriiber 
demnichst berichtet werden soll. 

Zuerst untersuchten wir die sogenannte Pentaerythrose, die von 
McLeod? dargestellt und als Monoaldehyd des PE angesehen wurde. 
Die Roh-Pentaerythrose enthalt erhebliche Mengen von Form- und 
Acetaldehyd; papierchromatographisch lieB sich zeigen, daB es sich 
um ein Gemisch von mindestens 5 verschiedenen Polyolen handelt; 
unter diesen befindet sich auch PE. Wir versuchten eine Reinigung iiber 
das Acetylierungsprodukt zu erreichen und erhielten nach der Ver- 
seifung desselben ein fast farbloses, dickfliissiges Ol, das beliebig wasser- 
léslich ist und auch bei einer Aufbewahrung iiber Monate nicht zu einer 
amorphen, festen Masse erstarrt, wie wir das bei der Roh-Pentaerythrose 
beobachtet haben. Bei der papierchromatographischen Untersuchung 
der gereinigten Pentaerythrose stellte sich heraus, daB auch dieses Pro- 
dukt keineswegs einheitlich ist, sondern noch aus 4 verschiedenen Kom- 
ponenten besteht, wobei einer dieser Stoffe PE ist. 

Sowohl das Acetylierungsprodukt wie auch die gereinigte Penta- 
erythrose geben eine positive Reduktionsprobe, beide Substanzen rea- 
gieren aber sicher nicht mit 1.2-Dianilino-aithan*, obwohl aliphatische und 
aromatische Aldehyde der verschiedensten Konstitution mit Ausnahme 
der Glucose und des Chlorals mit diesem Reagens glatt reagieren und 


1 W. Kutscher, diese Z. 288, 268 [1949]. 

2 W. Dorr, Pathologische Anatomie der Glykolvergiftung und des Alloxan- 
diabetes. Sitzungsber. d. Heidelberger Akademie der Wissenschaften, Math.- 
Naturwiss. Klasse, Jahrg. 1949, 7. Abhandlung. 

3 A. F. McLeod, Amer. chem. J. 37, 20 [1907]. 

4 H.-W. Wanzlick u. W. Léchel, Chem. Ber. 86, 1463 [1953]. 
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gut kristallisierende Verbindungen geben. In zahlreichen Versuchen 
unter Variation der Bedingungen stellten wir fest, daB die gereinigte 
Pentaerythrose nicht reagiert: verdiinnt man die methanolische Reak- 
tionslésung mit Wasser, so fallt unverandertes Dianilino-athan aus. Auch 
ein Phenylhydrazon gibt die reine Pentaerythrose nicht. Es war uns 
auch nicht méglich, ein anderes kristallisiertes Derivat zu erhalten: 
durch Umsetzen der reinen Pentaerythrose mit Benzoylchlorid erhielten 
wir ein 6liges Reaktionsprcdukt, auch der Schwefligsiiure-Ester, der bei 
der Reaktion mit Thionylchlorid ohne Pyridin-Zusatz entsteht, ist eine 
glasige Masse, die nicht zur Kristallisation gebracht werden kann. 

’ Die ,,Pentaerythrose‘“ ist daher kein einheitlicher Stoff; ob eine 
freie und reaktionsfihige Aldehydgruppe vorhanden ist, ist unsicher. 

Die direkte Oxydation des PE sowohl mit Salpetersiure® wie auch mit 
Wasserstoffperoxyd in Gegenwart von Eisen(II)-sulfat® fiihrt entweder zur gleich- 
zeitigen Oxydation aller 4 Hydroxymethylgruppen oder zu schlecht definierbaren 
Gemischen. Zahlreiche Versuche, in denen die Konzentration der Wasserstoff- 
peroxyd-Lésung, die Menge des zugesetzten Eisen(IL)-sulfates und die Reaktions- 
temperatur variiert wurden, hatten im wesentlichen stets dasselbe Ergebnis: das 
Reaktionsgemisch zeigte nach Beendigung der Oxydation schon bei Zimmertempe- 
ratur eine stark positive Trommersche Probe, ohne daB es méglich war, daraus ein 
definiertes Produkt zu isolieren. Bei dem Versuch, ein Phenylhydrazon oder ein 
Semicarbazon darzustellen, erhielten wir nur sehr geringe Mengen kristallisierender 
Produkte. Die Elementaranalyse ergab unbefriedigende Werte’. 

Ein einheitliches Oxydationsprodukt erhielten wir auf folgendem 
Weg: bei der Chlorierung des PE gelingt es, je nach der Menge des zu- 
gesetzten Chlorierungsmittels (Thionylchlorid), verschieden weit sub- 
stituierte Chlorpentaerythrite zu erhalten’. Aber auch hier entsteht 
immer ein Gemisch aller 4 Substitutionsprodukte, wobei — je nach der 
Menge des zugesetzten Thionylchlorids — entweder héher oder niedriger 
chlorierte Produkte auftreten. Die Trennung ist schwierig, doch gelang 
es uns, iiber eine Acetylierung des rohen Trichlor-PE ein véllig reines 
Trichlor-PE darzustellen und daraus die schon bekannte Trichlor-PE- 
Carbonsiure und aus dieser endlich die bisher noch unbekannte Tri- 
methylolessigsaure. 

Diese Substanz ist das erste wohldefinierte Produkt des PE, bei 
dem eine Hydroxymethylgruppe oxydiert ist. Vom PE selbst unter- 
scheidet sie sich hauptsaighlich dadurch, daB sie unbeschrinkt wasser- 
léslich ist, wihrend der PE bekanntlich nur eine geringe Wasserléslich- 
keit besitzt (5,6°% bei 20°). Papierchromatographisch erwies sie sich als 
vollig einheitlich. Wir sind dabei zu priifen, ob beim Verfiittern von PE 
Trimethylolessigsiure im Harn auftritt, sowie ob dieser Stoff im Tier- 
versuch Wirkungen auf den Blutzuckerspiegel zeigt. 


5 B. Tollens u. P. Rave, Liebigs Ann. Chem. 276, 58 [1893]. 

6° H. J. H. Fenton u. H. Jackson, J. chem. Soc. [London] 1899, 1. 

7 Die Einzelheiten dieser Versuche sind in der Dissertation von Werner 
Nagel, Heidelberg, 1953, wiedergegeben. 

8 A. Mooradian u. J. E. Cloke, J. Amer. chem. Soc. 67, 942 [1945]. 
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Beschreibung der Versuche 


1. Pentaerythrose wurde nach McLeod® hergestellt. 

2. Acetylpentaerythrose: McLeod stellte diese Substanz durch 81% stdg. 
Erhitzen von Pentaerythrose mit Acetanhydrid auf 100° dar. Analysenwerte des 
Reaktionsproduktes wurden von ihm nicht angegeben. 

Wir mischten 40 g Roh-Pentaerythrose mit 200g Acetanhydrid und 
50 g Pyridin. Die Reaktion setzte nach vorsichtigem Erhitzen sofort ein und verlief 
so stiirmisch, daB gekiihlt werden muBte. Uberschiissiges Acetanhydrid und 
Pyridin wurden im Vak. abdestilliert, der Riickstand in Ather aufgenommen, die 
ather. Phase mehrmals mit Wasser und verd. Sodalésung gewaschen und ein- 
gedampft. Es blieb ein farbloses, zahfliissiges, wasserunlésl. Ol zuriick, das cine 
positive Trommersche Probe gab. 

Analysenwerte nach Reinigung des Ols durch Hochvakuumdestillation 
(Sdp.o,o9, 120—130°): 6,345 mg Sbst.: 3,663 mg H,O, 11,678 mg CO,. 


C,,H,,0; Ber. C 50,76 H6,15 Gef. C 50,23 H 6,46 


3. Trichlor-pentaerythrit: Die Darstellung erfolgte nach A. Mooraslian 
und J. B.Cloke** mit dem Unterschied, dafi das Reaktionsgemisch nach Zugabe des 
Thionylchlorids 2 bis 3 Stdn. bei Zimmertemperatur stehenblieb. Bei der fraktio- 
nierten Destillation der vereinigten wasserunléslichen Reaktionsprodukte ging 
die von uns gewiinschte, aus Trichlor-PE bestehende Fraktion zwischen 125 und 
1302/12 Torr tiber. Nach zweimaliger Umkristallisation aus 60-proz. Methanol 
schmolz sie bei 63 bis 65°. 

Bei diesem Herstellungsverfahren entstehen nebeneinander Mono-, Di-, Tri- 
und Tetrachlor-PE. Die Trennung der letzten drei Substanzen durch fraktionierte 
Destillation ist wegen der ziemlich nahe beieinanderliegenden Siedepunkte nur 
unvollkommen,’ wie aus folgenden Tatsachen hervorgeht: Mooradian und Cloke 
fanden z. B. fiir den zwischen 150 und 160° iiberdestillierenden Dichlor-PE einen 
Schmp. von 83°, Nun kann man auf anderem Wege sehr leicht vollig reinen Dichlor- 
PE darstellen®: Pentaerythrit-monoacetonal wird in Pyridinlésung mit Tosyl- 
chlorid umgesetzt, man erhalt dann das Dichlor-PE-monoacetonal. Durch Be- 
handeln mit Salzsiure lat sich das Aceton abspalten; das so gewonnene reine 
Dichlor-PE schmilzt bei 79—80°. Das durch fraktionierte Destillation erhaltene 
Dichlor-PE ist daher nicht rein. 

Es ist wohl sicher, daB die Verhaltnisse beim Trichlor-Derivat dieselben sind. 
Wir versuchten daher, durch Veresterung des rohen, bei der fraktionierten Destilla- 
tion erhaltenen Trichlor-PE mit Essigsiure und Verseifung des Acetylderivates 
zu einem reinen Produkt zu kommen: 19,1 g Trichlor-PE (2/,;9 Mol) wurden mit 
1/; Mol Pyridin und '/; Mol Acetanhydrid 1 Stde. unter RiickfluB unter Sieden 
erhitzt. Das Pyridin und das iiberschiissige Acetanhydrid wurden abdestilliert 
und das zuriickgebliebene diinnfliissige, leicht gelblich gefarbte 01 fraktioniert 
destilliert. Dabei schlugen sich, noch bevor die dlige Fliissigkeit tiberdestillierte. 
geringe Kristallmengen im Kiihler nieder: es handelte sich um Tetrachlor-PE, 
was am Schmp. (96—97°) und am typischen Geruch erkannt wurde. 

Die Hauptmenge des Oles ging bei 135—136°/12 Torr iiber. Diese Fraktion 
gab nach zweimaliger Destillation folgende Analysenwerte: 

4,420 mg Sbst.: 2,00 mg H,O, 5,762 mg CO,. — 9,681 mg Sbst.: 17,967 mg 
AgCl. 

C,H,,0,Cl, Ber. C 36,00 H 4,74 C1 45,54 
Gef. C 35.58 H 5,06 Cl 45,91 

* Wir danken der Badischen Anilin & Sodafabrik, Ludwigshafen 
(Rhein), fiir die freundliche Uberlassung des hierzu benétigten besonders reinen 
Pentaerythrits. Der Gehalt dieses Praparates an Dipentaerythrit und héheren 
Kondensationsprodukten lag unter 1%, der Schmp. betrug 258— 260°. 

® H. Rapoport. J. Amer. chem. Soc. 68, 341 [1946]. 
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Es lag Trichlor-monoacetyl-PE vor. Dieses Derivat, ein diinnfliissiges, farb- 
Joses, aromatisch riechendes Ol, das praktisch wasserunlislich ist, wurde unseres 
Wissens bis jetzt noch nicht beschrieben. 

Durch Kochen mit 10-proz. Salzsiure, bis keine éligen Trépchen mehr zu 
sehen sind, wird es leicht verseift. Beim Abkiihlen kristallisiert der Trichlor-PE 
in sch6nen langen Nadeln aus; Schmp. 62—62,5°. 

Tris-[chlormethyl]-essigsiure wurde nach Mooradian und Cloke® 
dargestellt. Wir oxyd.erten 40g Trichlor-PE mit 95 ml HNO, (d 1,4) jedoch bei 
etwa 50° auf dem Wasserbad; dadurch 1laBt sich die 1. c.* beschriebene explosions- 
artige Reaktion vermeiden. Nach dem Abklingen der Reaktion brachten wir das 
Wasserbad zum Sieden und erhitzten so lange, bis die Lésung klar und nur noch 
leicht gelblich war und die anfangs heftige Entwicklung von Stickoxyden aufgehért 
hatte. Ausb. 39,4 g (91,8% d. Th.) vom Schmp. 111—113°. 

1/,9 Mol Tris-[chlormethyl]-essigsaiure wurden mit einem 25-proz. 
UberschuB von Bariumhydroxyd 15 Stdn. unter heftigem Riihren auf 50° erwarmt. 
Unter diesen Bedingungen wird Tetrachlor-PE tiberhaupt nicht angegriffen, so 
daB auf diese Weise etwa noch vorhandene kleine Beimengungen entfernt werden. 
Die Volistandigkeit der Verseifung kontrollierten wir durch Bestimmung der 
Chlorionen nach Volhard, wobei regelmaBig 95—97%, der berechneten Menge 
gefunden wurde. Nach vollstandiger Verseifung gab man die berechnete Menge 
n-H,SO, zu, filtrierte vom ausgeschiedenen Bariumsulfat ab und wusch den Nieder- 
schlag auf dem Filter mehrmals griindlich mit dest. Wasser aus, um Verluste an 
Trimethylol-essigsiure zu vermeiden. Im klaren Filtrat wurden die Chlorionen 
ereut quantitativ bestimmt und durch Zusatz der berechneten Menge n-NaQH 
neutralisiert. Dann wurde im Vak. eingedampft und der Riickstand mit heiBem 
Athanol 3- bis 4mal ausgezogen. Die vereinigten alkoholischen Extrakte wurden 
im Vak. eingedampft. 

Als Riickstand blieb e'n farbloser Sirup, der beim Aufbewahren im Kiihl- 
schrank nach kurzer Zeit kristallisierte. Dieses Rohprodukt, welches noch Chlorionen 
enthielt, gab bei der Papierchromatographie 4 verschiedene Flecken, von denen 
einer erheblich tiberwog. Das Rohprodukt wurde daher in Pyridin gelést und mit 
Ather gefallt: wenn eine starke Triibung auftrat, stellte man das Ganze in einen 
Kihlschrank; die tiber Nacht auskristallisierten kleinen, feinen Nadeln wurden 

in der Trockenpistole bei 60° getrocknet, in heiBem Athanol gelést, mit absol. 
Benzol erneut gefallt und wieder getrocknet. Schmp. 202— 205° (ohne Zers). Aus- 
beute 86%. 
Papierchromatographie: Lésungsmittel = Butanol, Eisessig, Wasser (40:10:50). 
Es wurde bei der absteigenden Arbeitsweise Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2045b 
verwendet, als Indikator Methylrot. Unsere Trimethylolessigsiure wanderte ein- 
heitlich mit Rr 0,34. 
4,660 mg Sbst.: 2,870 mg H,O, 6,842 mg CO,. 
C;H,,0; Ber. C 40,00 H 6,71 Gef. C 40,07 H 6,89. 


Zusammenfassung 


Es wird die Darstellung von Trimethylol-essigsiure aus Trichlor- 
pentaerythrit durch Oxydation der vierten Hydroxylgruppe und nach- 
folgende Hydrolyse der Trichlor-carbonsaéure beschrieben. 


Summary 


The preparation of trimethylolacetic acid is described from tri- 
chloropentaerythritol by oxydation of the fourth hydroxyl group and 
subsequent hydrolysis of the trichlorocarboxylic acid. 
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Darstellung antibiotisch wirksamer Substanzen 


aus partiellen Eiweifbhydrolysaten 
Von 
Tlona Gal 
Aus dem Stidtischen Institut fiir Chemie, Budapest, Direktor: E. Lindner 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. November 1955) 


’ Viele antibiotisch wirksame Stoffe, besonders die durch Bakterien 
erzeugten, sind Polypeptide! von relativ niedrigem Molekulargewicht. 
Meist enthalten sie D-Aminosiiuren, die nach Jeney? schon an und fiir 
sich antibakteriell wirksam sein kénnen, und sind cyclisch gebaut?, 
Harris und Work konnten zeigen, dai der cyclische Charakter des 
Polypeptids fiir die antibakterielle Wirksamkeit wesentlicher ist. als die 
Anwesenheit von D-Aminosauren‘. 

Bei einer in alkalischem Medium ausgefiihrten partiellen Eiweib- 
hydrolyse’ ist die Bildung solcher Stoffe méglich, da Polypeptide von 
verschiedener MolekulargréBe und, infolge der racemisierenden Wirkung 
des Alkalis, D-Aminosiuren entstehen. Da ich mich vor kurzem mit der 
Einwirkung von Natriumsulfid auf Keratin befasste®, und die Pikrin- 
siureprobe, welche nach Abderhalden und Komm!® die Gegenwart 
von Ketogruppen bzw. Anhydridstrukturen anzeigt, in einem solchen 
Hydrolysat positiv ausfiel, priifte ich einige Proben der Peptidfraktion 
gegeniiber den iiblichen Testbakterien; eine antibakterielle Wirkung 
war jedoch nicht festzustellen. 

Nun aber berichteten A. Fodor und Mitarbb. iiber die Bildung 
cyclischer Produkte, der sog. ,,Akropeptide‘‘, durch Erhitzen von Pro. 
teinen in wasserfreien Lésungsmitteln, wie Glycerin, 6-Naphthol, Re- 
sorein und Eisessig auf ungefihr 140°’. N. Lichtenstein hat diese 
Methode auch auf Polypeptide angewandt und dabei fast quantitativ 
Dioxopiperazine erhalten®. 

Auf Grund dieser Ergebnisse erhitzte ich die aus dem teilweise 
hydrolysierten Keratin dargestellte Peptidfraktion mit 6-Naphthol. Das 


1 J. Klosa, Antibiotica, Verlag Technik. Berlin 1952. 

2 E. Jeney, Hung. Acta Physiol. 1, 142 [1948]. 

3 P. Jordan, Milchwissenschaft 6, 12 [1951]. 

4 J.J. Harris u. T.S. Work, Biochem. J. 46, 582 [1950]. 

5 I. Gal, Magyar Kémiai Folydéirat, Ung. Z. Chem. 61, 93 [1955], und den- 
nachst 1. c. erscheinende Arbeit. 

6 E. Abderhalden u. E. Komm, diese Z. 189, 184 [1924]. g 

* A. Fodor u. Mitarbb., Enzymologia [Den Haag] 1, 311 [1936]; 4, 36 
[1937]; 5, 60 [1938]; 6, 108, 122, 194, 201, 207 [1939]; 8, 219, 311 [1940]. 4 

8 N. Lichtenstein, J. Amer. chem. Soc. 60, 560 [1938]. 
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erhaltene Produkt hemmte das Wachstum von Staphylococcus aureus, 
gegen Bacterium coli war es wirkungslos®. Daraufhin wurde eine Reihe 
von Proteinen nach verschiedenen Methoden partiell hydrolysiert, die 
durch Dialyse abgetrennten Peptidfraktionen wurden nach Priifung auf 
ihre bakteriostatische Wirksamkeit jeweils 3 Stdn. mit 6-Naphthol auf 
135—142° erhitzt. Wahrend die Peptidfraktionen vor dem Erhitzen mit 
p-Naphthol keine hemmende Wirkung ausiibten, zeigten sie nach dieser 
Behandlung und nach sorgfaltigem Auswaschen des £-Naphthols (,,B*- 
Produkte) eine schwach antibiotische Wirksamkeit gegen Staphylococcus 
aureus und eine meist etwas starkere auf Bacillus subtilis; auf Bact. coli 
waren sie ohne Wirkung (Tabelle). Eine Parallelitat zwischen dem Ausfall 
der Pikrinsiurereaktion und der antibiotischen Wirksamkeit war nicht 
zu erkennen. 


Ubersicht iiber die Versuchsergebnisse. 





i Hydrolysat mit 6-Naphthol 
semtstietiaitl erhitzt’ (,,B‘‘-Produkte) 
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Federn Na,S-Lésung, 0,17-proz.| mittelmiBig 
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Federn Na,S-Losung, 1-proz. gut 

Federn Na,S-Lésung, 1,5-proz. | gut 

Federn Na S-Lésung, 2-proz. gut 

Federn Na,S-Lésung, 4-proz. gut 

Federn Na,S-Lésung, 5-proz. gut 

Federn Na,S-Lésung, 10-proz. | gut 

Wolle Na,S-Lésung, 2-proz. gut 

Hufe Na,S-Lésung, 2-proz. gut 

Casein Na,S-Lésung, 1-proz. gut 
Ovalbumin| Na,S-Lésung, 1-proz. gut 
Gelatine Na,S-Lésung, 1-proz. gut 

Federn HCl, 1-proz., 2—3 at mittelmaBig 
Wolle HCl, 1,5-proz.,2—3 at | mittelmaBig 
Hufe HCl, 1,5-proz.,2—3 at | mittelmaBig 
Casein HCl, 1,5-proz.,2—3 at | mittelmaBig 
Ovalbumin | HCl, 1,5-proz.,3—4 at | zieml. gut 
Gelatine HCl, 1,5-proz.,3—4 at | zieml. gut 
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* Filtrat unmittelbar eingetrocknet. 


Die Intensitaét der antibakteriellen Wirkung weist geringe 
Schwankungen auf, die mit der Art des Ausgangsproteins, den Hydro- 
lysenbedingungen und auch der Wasserléslichkeit der Endprodukte 
zusammenhiingen. 
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Papierchromatographische Trennung der Peptidfrak. 
tionen: Zur Priifung der antibakteriellen Wirksamkeit der einzelnen 
Komponenten wurden 11 der untersuchten, mit 6-Naphthol behandelten 
Produkte (,,B‘‘) papierchromatographisch getrennt. Dabei waren 4—7 
Komponenten zu erkennen, von denen eine, gréBtenteils mit der Front 
wandernd, von gelber Farbe war und im UV-Licht lebhaft violett 
fluorescierte, die anderen besaBen keine Eigenfarbe, keine Fluorescenz 
und wurden erst nach Behandlung mit Ninhydrin sichtbar. Zwei Flecken 
traten in jedem Chromatogramm besonders stark hervor: bei dem in 
saurem Medium hydrolysierten Produkten befand 
va sich der dunklere Fleck zwischen Ry 0,18—O,22, 
der nichstdunkle zwischen 0,30—O0,35. Bei den im 
alkalischen Medium oder in Wasser abgebauten lagen 
diese Flecken umgekehrt: der intensivste bei Ry 0,27 
bis 0,35, der etwas hellere bei Rp 0,19—0.23 (s. Ab- 
bild.). 

Die Priifung der antibakteriellen Wirk- 
samkeit ergab, da die farblosen Bestandteile 
auf die Testbakterien keinerlei Wirkung ausiiben; 
ausschlieBlicher Trager derselben ist die gelbe 
Farbkomponente. Die Menge dieses Bestandteiles 

.76  betrigt etwa 10—20°, des betr. ,,B“‘-Produktes. Es 
Trennung der mit f- wirkt noch in einer Verdiinnung von etwa 1: 100 
Naphthol behandel- und entspricht dann ungefihr der Wirkung einer 
ten Fraktionen B14 5_proz. Lésung seiner Ursubstanz. Die Wirksamkeit 
und B7 (s. Tahelle .- . . e 4 : 
und S. 238). ist also ziemlich schwach und eher von theoretischer 
Bedeutung. 


Versuche, den gelben Farbstoff wie auch die Lésungen einiger 
.,B‘-Produkte mit Ionenaustauschern zu behandeln, ergaben, dab 
der Farbstoff aus drei Fraktionen besteht: 1. aus einer kationotropen. 
2. einer aniotropen und 3. einer indifferenten Fraktion. Von diesen 
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erwies sich die vom schwach basischen Anionaustauscher gebundene, 
also stark saure Fraktion, als die wirksame. Durch den langwierigen 
FiltrationsprozeB biiBte sie jedoch ihre antibakterielle Wirksamkeit 
teilweise ein. 

Orientierende Versuche an weiBen Mausen zeigten, daB weder — 
die gepriiften ,,B“-Produkte, noch der aus ihnen gewonnene Farbstoff f 
eine toxische Wirkung auf die Versuchstiere ausiibte. 

Einige Eigenschaften des gelben Wirkstoffes wie Farbe, saurer F 
Charakter, allmahliches Dunkelwerden in wifriger und besonders alka- 
lischer Lésung und hauptsichlich seine Entstehungsbedingungen weisen 
darauf hin, daB wahrend der Hydrolyse wasserlésliche, niedrig molekulare 
Huminsauren entstanden sind, die bei der Einwirkung von £-Naphthol f 
in Polymerisations- oder Kondensationsprodukte umgewandelt worden > 
sind; hierauf weist auch die Abnahme der Léslichkeit hin. 
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Ein schwach bakteriostatisches Verhalten der Huminsiauren ist bekannt?. 
Die Fraktionierbarkeit in drei Komponenten durch Ionenaustauscher!® wie auch 
die lebhafte Fluorescenz!! ist zwar eher von Melanoidinen berichtet worden, doch 
iiberrascht dies nicht, da diese strukturell verschiedenen Gruppen in mancher 
Hinsicht verwandte Ziige zeigen?*. 

Weitere Untersuchungen iiber ein mégliches antibiotisches Verhalten von mit 
p-Naphthol behandelten Huminsauren und ahnlicher Substanzen sind im Gang. 


Beschreibung der Versuche 


Folgende Proteine wurden verwendet: 1. Hiihnerfedern, 2. Wolle, ungefarbt, 
3. Schweinehufe, fein gemahlen, 4. Ovalbumin (Albumen ovi sicc. pulvis subtilis, 
Merck), 5. Goldgelatine, Merck, 6. Technisches Casein. 


Ausfiihrung der Teilhydrolyse 

1. Alkalische Hydrolyse: Zu 10g des Eiweifstoffes wurden je 250 ccm 
einer Na,S-Lésung verschiedener Konzentration (s. Tabelle) gegeben und genau 
30 Min. riickflieBend gekocht. Nach rascher Abkiihlung wurde noch vorhandenes 
Protein durch vorsichtiges Hinzufiigen von Eisessig gefallt. Nach einigen Minuten 
langem Stehenlassen wurde filtriert und durch Dialyse gegen Leitungs-, dann dest. 
Wasser von anergan. Ionen und Aminosauren befreit. Nun wurde nochmals filtriert, 
auf dem Wasserbad eingeengt und im Trockenschrank bei 105° getrocknet. Das 
so erhaltene braune Produkt bestand hauptsachlich aus einem Gemisch von Poly- 
peptiden und wurde als ,,Peptidfraktion“ bezeichnet; Ausbeute gewéhnlich 
30—40%. Wenn Na,S-Lésungen von Konzentrationen unter 0,5°%, verwendet 
wurden, war die Ausbeute wesentlich geringer, auch die Gelatine bildete eine 
Ausnahme, denn aus dem Hydrolysat fiel beim Ansiuren das noch vorhandene 
EiweiB nicht aus; das Endprodukt bestand aus Peptid und EiweiB (Ausb. 50—60°%). 


2. AufschluB im Autoklaven 

a) mit Wasser: 10 g EiweiB wurden mit 150 ccm dest. Wassers 6 Stdn. unter 
3—4 at bei 134—144° gehalten. Nach Abkiihlung wurde das Ungeldste 
(60—70%,) abfiltriert. Das Filtrat wurde in einigen Fallen unmittelbar ein- 
geengt und getrocknet (Ausb. 20—25%,); es lag ein Gemisch von EiweiB, Pep- 
tiden und Aminosauren vor. In anderen Fallen wurde das EiweiB durch An- 
sdiuern mit Eisessig gefallt, filtriert, dialysiert und nur die Peptidfraktion einge- 
engt (Ausb.5—9%,). Von einigen Proteinen wurden beide Produkte hergestellt. 
Mit verd. Salzsiure (nach Abderhalden und Komm*® erhalt man nach 
dieser Methode cyclische Produkte): 10 g Protein wurden mit 100 ccm 1—2-proz. 
Salzsiure 6Stdn. unter 2—3at bei 121 —134°gehalten. Nach Abkiihlung wurde 
vom Ungelésten (bei Keratin und Ovalbumin etwa 20%, Casein 2—3%, 
Gelatine 0%) abfiltriert, die Salzsiure durch Dialyse entfernt, wieder filtriert, 
auf dem Wasserbad eingeengt und bei 105° getrocknet. Ausbeute bei Keratin 
20—30°,, bei den anderen Proteinen nur etwa 10%. 


Einwirkung von £-Naphthol 
Samtliche Produkte wurden fein gepulvert und, mit der 5fachen Menge 
B-Naphthol vermischt, 3 Stdn. im Glycerinbad auf 135—142° erhitzt. Eine héhere 
Temperatur becinfluBt die Wasserléslichkeit der Endprodukte ungiinstig. Es sei 
bemerkt, da8B sich diese in der Wasserlislichkeit stark unterscheiden (auch bei 
Parallelversuchen). Die Léslichkeit ist in der Tabeile bei jedem einzelnen Produkt 


® L. N. Tarowerdow, Chem. Zbl. 1951, 2746. 

10 V.N. Haas u. E. R. Stadtman, Ind. Engng. Chem. 41, 983 [1949]. 
1 ©. Enders, Kolloid-Z. 85, 74 [1938]. 

12, H. Esch, Z. Lebensmittel-Unters. u. Fersch. 90, 410 [19531]. 

13 KE. Abderhalden u. E. Komm, diese Z. 184, 121 [1923]. 
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angegeben, da sie bei der Beurteilung der antibakteriellen Wirksamkeit beriick- 
sichtigt werden mu8B. Nach 3 Stdn. wurden die braunen Lésungen der Endprodukte 
rasch in Porzellanschalen gegossen, nach dem Erstarren zerrieben und mit Ather 
pro anal. das B-Naphthol vollkommen ausgewaschen®. Ausb. 70— 85%. 

Pikrinsaiureprobe®: 10 ccm Substanz wurden mit 4 ccm Wasser vermischt, 
0,25 ccm einer gesétt. Pikrinsiurelésung und 2 ccm gesatt. Natriumcarbonat- 
lésung hinzugefiigt und 1% Min. gekocht. Die auftretende Grangefarbung blieb 
2—3 Tage unverandert. 

Die antibakterielle Wirksamkeit wurde mittels des Lochplatten. 
testes nachgewiesen. Folgende Testbakterienstamme wurden verwendet: Staphy- 
lococcus aureus 891, Bacillus subtilis 6633, Bacterium coli 86. Die Bakterien wurden 
in einem nach Vorschrift der Food and Drug Administration bereiteten 
Bouillon geziichtet!* und auf einen nach Polonyi bereiteten Nahragar!® iiber. 
tragen. In die Agarplatte wurden mit einem sterilen Korkbohrer Locher von 9 mm 
Durchmesser gebohrt und je 0,1 ccm einer mit m/50-Phosphatpuffer, py 6,9, be- 
reiteten 5-proz. Liésung eingefiillt. Die bei 37° sich entwickelnden Hemmungshife 
wurden nach 16 Stdn. gemessen. 


Papierchromatographische Trennung 


Die Trennung der einzelnen Komponenten von 11 Produkten (7B, 9B, 11B, 
12B, 13B, 14B, 15B, 21B, 23B, 27B, 28B) wurde auf Papier Schleicher & Schill 
2043b vorgenommen. Lésungsmittel: Butanol-Eisessig-Wasser 40:7:7. Es wurde 
mit aufsteigender, eindimensionaler Methode und in einigen Fallen mit Ring- 
chromatographie gearbeitet und mit einer 2-proz. Ninhydrinlésung entwickelt. 
Die Untersuchung der antibakteriellen Wirksamkeit der Komponenten erfolgte 
mit Hilfe der Streifenchromatographie: Auf Papierzylinder (25x25 cm) wurden 
5-proz. Lésungen der zu priifenden Substanz in mehreren Streifen (zusammen 
etwa 5 mg enthaltend) mit einer Kapillare aufgetragen. Aus dem fertigen (un- 
entwickelten) Chromatogramm wurden die einzelnen Komponenten herausgeschnit- 
ten, in Wasser bzw. die nicht wasserléslichen gelben Farbstoffe in 1-proz. Am- 
moniak gelést, auf dem Wasserbad eingeengt und, entsprechend gepuffert, 
gegen Staphy. aureus und B. subtilis gepriift. In einem Blindversuch wurde 
die Méglichkeit einer antibakteriellen Wirkung des sich aus dem Papier heraus- 
lésenden sauren, gelben Stoffes!® ausgeschaltet. 

Orientierende Versuche an weiBen Miusen: je 4 Versuchstieren wurden 
0,3—0,5 ml einer 5-proz. Lésung der auf toxische Wirkung zu priifenden Sub- 
stanzen: 14B, 5B und die aus diesen isolierte gelbe Farbstoffkomponente subcutan 
injiziert. ,Die Kontrolltiere erhielten gleichzeitig eine subcutane Injektion des 
Lésungsmittels, einer physiologischen Kochsalzlésung. 

Der durch Extraktion der Chromatogramme mit verdiinntem Ammoniak und 
folgendes Anséiuern der Lésung gewonnene orangegelbe, im UV-Licht violett 
fluorescieren le Farbstoff ist amorph. In einem Fall konnten durch langsames Ver- 
dunsten ein2r alkoholisch-ammoniakalischen Lésung mikroskopische Tafeln ge- 
wonnen werlen. In Pyridin ist der Farbstoff vollkommen, in Alkchol, Aceton, 
Chlorform, Acetaldehyd und Essigester teilweise léslich, in Ather und Petrolather 
ist er unléslich. Von Fullererde wird er ausgezeichnet, von Tierkohle, Al,O,, Al(OH),, 
Kaolin und Boluserde wird er nicht oder kaum adsorbiert. In Wasser ist er nur 
zum geringen Teil mit saurer Reaktion (py 4) léslich, die Lésung schmeckt bitter. 

Der Farbstoff enthalt Schwefel in Form von >C=S oder =C—SH, was aus 
dem positiven Ausfall der Jodazidreaktion!’ hervorgeht. Die waBrige Lésung, auch 

14 The Chemistry of Penicillin, Princeton, Univ. Press, Princeton 1949, S. 1031. 

15 Ungarische Staatsnorm MNOSZ 3743—51. . 

16 R, Jarezinski u. F. Kiermeier, Z. Lebensmittel-Unters. u. Forsch. 99, F 
91 [1954]. ' 
17 KF, Feigl, Qualitative Analyse mit Hilfe von Tiipfelreaktionen, 2. Aufl., F 
Leipzig 1935. Akademische Verlagszesellschaft. 4 
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diejenige der ,,B‘‘-Produkte, wird an der Luft besonders in alkalischem Medium 
dunkel (Oxydation ?) und verliert allmahlich ihre bakteriostatischen Eigenschaften. 

Folgende Ionenaustauscher wurden angewandt: Als Kationaustauscher 
Dowex 50, als Anionaustauscher der durch das einheimische Forschungsinstitut 
fir Kunststoffindustrie gelieferte starkbasische Mykion PA und der schwach- 
basische Mykion PP. Der Kationaustauscher gelangte in NH,°-Form zur Ver- 
wendung, da die H®-Form beim Ionenaustausch zu einer sauren Reaktion der 
Lésung fiihrte, in welcher die gelésten Stoffe gefallt werden. Es wurde mit 0,1 bis 
]-proz. Lésungen gearbeitet. 


Der Ungarischen Akademie der Wissenschaften und insbesondere 
Herrn Direktor Gabor T6r6k sowie auch Herrn Direktor Elek Lindner 
bin ich fiir die Férderung dieser Arbeit zu warmstem Danke verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Die aus einer Reihe von Proteinen durch Teilhydrolyse erhaltenen 
Peptidfraktionen wurden mit f-Naphthol erhitzt. Die erhaltenen Pro- 
dukte zeigten eine schwache antibiotische Wirksamkeit gegen Staph. 
aureus und B. subtilis, keine Wirksamkeit gegen B. coli. 

Als Trager der Wirksamkeit konnte durch papierchromatographische 
Trennung ein gelber Farbstoff erhalten werden, der mit Ionenaustau- 
schern in drei Komponenten zerlegbar war. Vermutlich handelt es sich 
um ein bei der f-Naphthol-Behandlung entstandenes Umwandlungs- 
produkt wasserléslicher Huminsiauren. 


Summary 
The peptide fractions obtained from a number of proteins by partial 


hydrolysis have been heated with f-naphthol. The products obtained 
showed weak activity against Staph. aureus and B. subtilis and no 
activity against B. coli. The active substance wes obtained in the form 
of a yellow dyestuff by paper chromatographic separation and was 
resolved into three components by means of ion exchangers. The sub- 
stance is assumed to be a transformation product produced by the 
f-naphthol treatment from water-soluble humic acids. 
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Beziehungen zwischen Glutathionabbau 
und Kohlenhydratstoffwechsel in Kaninchenerythrocyten 
Von 


E. Goetze und S. Rapoport 
unter techn. Mithilfe von H. Horst und K. Rahn 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt-Universitét, Berlin N 4 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. November 1955) 


Rolle und Stoffwechsel des Glutathions im Erythrocyten sind noch 
wenig geklart. Als erster hat Meldrum? beobachtet, daB bei der In. 
kubation roter Blutzellen GSH zunichst oxydiert wird, im weiteren 
Verlauf der Inkubation aber auch das oxydierte Glutathion verschwindet. 
Die Oxydation scheint der erste Schritt zum weiteren Abbau zu sein. 
Dafiir sprechen auch die Untersuchungen an anderen tierischen Ge. 
weben. Oberst und Woods? fanden, daf unter aeroben Bedingungen 
die Oxydation im Vollblut nicht schneller verliuft als unter anaeroben. 
Meldrum? hat ferner beobachtet, dai die Oxydation von GSH. in 
intakten Zellen durch Glucose gehemmt wird. Da neben Glucose noch 
andere Zucker wirksam waren und Fluorid nicht hemmte, nahm er an, 
daB kein Zusammenhang mit der Glykolyse besteht. Die Glucosewirkung 
war an Hiamolysaten nicht zu beobachten. 

Neuere Befunde iiber die Stoffwechseliinderungen bei Hiimolyse. 
insbesondere das Auftreten einer stark wirksamen DPN- Nucleosidase’ 
und eines ATP-spaltenden E:.zyms‘, erlauben eine Deutung der unter- 
schiedlichen Wirkung der Glucose in Hiimolysaten und in intakten 
Zellen. Unter diesem Gesichtspunkt wurden die Veriainderungen des 
Glutathions erneut untersucht. 


Methodik 


Wir benutzten Kaninchenblut, bei welchem im Verhalten des .Glutathions 
zwischen Normal- und reticulocytenhaltigem Blut niemals Unterschiede gefunden 
wurden. Die Behandlung des Blutes wurde an anderer Stelle beschrieben®. Wenn 
Nicotinsiureamid (NSA) zugegeben wurde, geschah dies vor der Hamolyse’. 
AuBerdem wurde beim letzten Waschen der Zellen Kohlenmonoxyd eingeleitet, 
um eine Beeinflussung des GSH-Gehaltes durch Oxyhimoglobin auszuschalten. 
Sollte das Stroma isoliert werden, wurde in das Hamolysat Kohlendioxyd ein- 
geleitet und 45 Min. mit 3200 g zentrifugiert. 


N. U. Meldrum, Biochem. J. 26, 817 [1932]. 

F. W. Oberst u. E. B. Woods, J. biol. Chemistry 111, 1 [1935]. 

E. C. G. Hofmann, Biochem. Z. 327, 273 [1955]. 

. T. Garzé, A. Ullmann u. F. B. Straub, Acta physiol. Acad. Sci. hung. 
3, 51 


[1952]. 
E. Goetze u. 8S. Rapoport, Biochem. Z. 326, 53 [1954]. 
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Die Inkubation erfolgte in Reagenzglisern. Im allgemeinen wurden 1 ml 
Zellsuspension bzw. Hamolysat oder iiberstehende Fliissigkeit (UF) nach Ab- 
zentrifugieren des Stromas mit evtl. Zusitzen versehen und mit 0,9-proz. Natrium- 
chlorid-Lésung auf ein Endvolumen von 2 ml gebracht. Die angegebenen Molaritaten 
stellen die Endkonzentration dar. Zu den Hamolysaten wurde ein Tropfen Toluol 
zugefiigt. Bei aerober Inkubation wurden die Réhrchen lose mit Watte ver- 
i schlossen und in ein Drehgestell gespannt, in dem sie langsam rotierten. Bei an- 
ten aerober Inkubation wurde Stickstoff eingeleitet und luftdicht verschlossen. In 
allen Fallen wurde bei 37° inkubiert. 

Die SH-Bestimmung erfolgte mit Nitroprussidnatrium nach Giunert und 
Philipps®. Die Zugabe von Natriumchlorid in Substanz, die die Herstellung der 
Filtrate bei Verwendung geringer Fliissigkeitsmengen erschwert, ersetzten wir 
durch Auffiillen des Filtrationsgemisches mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung, 
. die sich in Vorversuchen bewahrt hatte. Die Angaben erfolgen z. T. in wAquiv. 
SH/100 mi Zellen, z. T., wo es uns nur auf relative Werte ankam, in wAquiv. 
SH/Ansatz. Da Ergothionein mit dem Reagens nicht reagiert!, Cystein aber in der 





noch eiweiBfreien Fliissigkeit nur in verschwindenden Mengen vorhanden ist®, wurde 
sr In. im wesentlichen nur reduziertes Glutathion bestimmt. 
iteren " 
indet. Ergebnisse 
= I. Glutathion in intakten Zellen 
1 Ge. 


ingen Es wurde zunaichst der Abbau der SH-Gruppen in sterilen Zell- 
oben, § Suspensionen untersucht. Dabei ergab sich, daB der Abbau aerob groBer 
H in ist als anaerob und da er sowohl aerob als auch anaerob durch Zusatz 
von Glucose gehemmt wird (Tab. 1). L-Glutaminsiure und Glycin 























noch 

sn ie hemmen den SH-Abfall nicht (Tab. 2). 

-kun 

88 Tab. 1. Der EinfluB von Glucose auf den Abbau der SH-Gruppen bei aerober und 
anaerober Inkubation. 

rs Glucosekonzentration: 300 mg/100 ml; Werte in wAquiv. SH/ml Suspension. 

er) Bedi Tnanis 0 24 Std Abfall 

akten ingungen Sa Stdn. @ 

1 des 
BOD co, cer ah tr a) a 1,21 0,34 0,87 
anaerob. ...... — 0,53 0,68 
Bs, ANF Sere + 0,96 0,25 

Lidl anaerob. ...... + 0,96 0,25 

unden 

Wen Tab. 2. EinfluB von Glutaminsaure und Glycin aerob. 


ae Glucosekonzentration: 300 mg/100 m/; Glutaminsdure und Glycin je 0,02Mol/l; 
lente, Werte in wAquiv. SH/m/ Suspension. 











alten. 

1 ein. Ansatz | 0 24 Stdn. Abfall 
0 SE ee ee ae 0,24 0,05 0,19 
Glutaminséure und Glycin ..... 0,24 0,07 0,17 
Glutaminsaure, Glycin und Glucose. 0,24 0,17 0,07 

hung. —__—__—_. 


6 R.R.Grunert u. P. H. Philipps, Arch. Biochem. Biophysics 30, 217 
{1951}. 


Hoppe Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 303 16 
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I]. Glutathion im Haimolysat 


a) Verteilung zwischen Stroma und UF 

Wie Tab. 3 zeigt, befindet sich GSH in der UF und 1aBt sich aus 
dem Stroma vollstindig auswaschen. Dies erméglichte die Unter- 
suchung des Abbaus der SH-Gruppen in der UF ohne Zusatz von GSH. 
Es zeigte sich, daB die Oxydation von GSH schneller in Anwesenheit 
von Stroma erfolgt. AuBerdem wird GSH sowohl im Hamolysat wie 
,n der UF aerob schneller abgebaut als anaerob (Tab. 4 u. 8). 


Tab. 3. Verteilung der SH-Gruppen im Hamolysat. 





pAquiv. SH/ 





Anaste 100 ml Zellen 
ROMA ROO ST, os ss SAWS iaiwiie tal wursesieusee 0,223 
ee ree ek ea ae ee eat es 0,037 
Stroma, 3mal mit 0,9-proz. NaCl-Lésung ausgewaschen 0,002 


Tab. 4. Abbau der SH-Gruppen im Hamolysat und in stromafreier Fliissigkeit. 
Werte in wAquiv. SH/Ansatz. 








Ansatz |Bedingungen 0 | 6Stdn. Abfall 
UF aerob 0,71 0,62 0,09 
¥ anaerob 0,65 0,06 
Hamolysat | aerob 0,67 0,27 0,40 
anaerob 0,54 0,23 


b) Verhalten des Glutathions bei Zusatz von Substraten 
und Hemmstoffen 

Wiahrend Glucose im Zellhimolysat und in der UF im Gegensatz 
zu Zellsuspensionen die Oxydation von GSH nicht aufhalt, findet sich 
eine deutliche Wirkung, vor allem in der UF, wenn vor der Hamolyse 
neben Glucose noch NSA (0,10-m.) zugegeben wird (Tab. 5). 


Tab. 5. Hemmung des Abbaus der SH-Gruppen in der UF in Gegenwart von NSA. 
Anaerob, 0,16-m. NSA; Werte in wAquiv. SH/Ansatz. 








Zusatz 0 18 Stdn. | Abfall 
Digeeiali? Ani 0,21 0,11 0,10 
+ Glucose. . . 0,12 0,09 
+NSA.... 0,27 0,14 0,13 
+ NSA + Glucose 0,24 0,03 


Es erschien wahrscheinlich, da ein Zusammenhang zwischen diesen 
Ergebnissen und einer ATP-Synthese, die im Himolysat bei Anwesen- 
heit von NSA und Glucose im Verlauf der Glykolyse im beschriinkten 
Umfang stattfindet, besteht. Deshalb wurde in den folgenden Versuchen 
die Wirkung von ATP untersucht. Wie Tab. 6 zeigt, hemmt ATP sowohl 
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Tab. 6. Einflu8 von ATP auf den Abbau der SH-Gruppen. 
Anaerob, ATP 0,01-m.; Werte in wAquiv. SH/Ansatz. 








Abfall in 
sati ATP 0 6 Stdn. 18 Stdn. 
a 6Stdn. | 18 Stdn. 
UF _ 0,46 0,28 0,14 0,18 0,32 
+ 0.39 0,35 0,07 0,11 
Hamo- — 0,12 0,09 0,34 0,37 
‘lysat + 0,24 0,08 0,22 0,38 

















in der UF wie im Hamolysat den Abfall der SH-Gruppen (s. Differenz 
nach 6 Stdn.): Die ATP-Wirkung ist sowohl unter aeroben als auch 
unter anaeroben Bedingungen in der UF vorhanden (Tab. 7). 


Tab. 7. EinfluB von ATP und NSA. 
UF; NSA 0,18-m.; ATP 0,0l-m.; Werte in wAquiv. SH/Aneatz. 











Ansatz 0 24 Stdn. | Abfall 
NSA aerob 0,86 0,18 -0,68 
anaerob 0,38 ~0,48 
NSA + ATP aerob 0,89 +0,03 
anaerob 0,83 —0,03 


Fluorid, in einer Konzentration von 0,02 Mol/l hebt im aeroben 
Versuch die Glucosewirkung teilweise auf. Arsenat wirkt aerob, wenn 
auch in geringerem Mabe im selben Sinne. Durch ATP-Zusatz wird 
der SH-Abfall aber auch in Gegenwart von Fluorid und Arsenat ge- 
hemmt (Tab. 8). Unter anaeroben Bedingungen zeigte sich, daB die 


Tab. 8. Der-Einflu8 von Fluorid und Arsenat auf die Glucose-Wirkung. 
UF, aerob; Glucose 0,017-m.; NSA0,18-m.; NaF 0,02-m.; Na-Arsenat 
0,017-m.; ATP 0,01-m.; Werte in pAquiv. SH/Ansatz. 








Ansatz | 0 | 24 Stdn. Abfall 
| 

PARISI oo Aa a ge CO RES 9 0,92 0,29 0,63 
A f- GUMBORE TS 2 og PR 0,76 0,16 
NSA + Glucose + F. ....... 0,49 0,43 
NSA + Glucose + Ars... ..... 0,65 0,27 
NSA + Glucose + F + Ars. . .. . 0,52 0,40 
NSA + Glucose + F + Ars. + ATP. | 0,80 0,12 


Glucosewirkung, die unter diesen Bedingungen gering ist, durch getrennt 
zugesetztes Arsenat und Fluorid wenig beeinflu8t wird; beide Zusiitze 
zusammen rufen aber einen sehr starken Abbau der SH-Gruppen hervor 
(Tab. 9). Auch 3-PGS hemmt den Abbau der SH-Gruppen. Die in Tab. 10 
dargestellten Versuche lassen wieder einen Unterschied in der Beein- 
flussung dieser Wirkung durch Fluorid unter aeroben und anaeroben 
Bedingungen erkennen. 
16* 
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Tab. 9. EinfluB von Fluorid und Arsenat auf die Glucose-Wirkung. 
UF, anaerob; Korzeatrationen der Zusitze s. Tab. 8; Werte in pAquiy. 

















SH/Ansatz. 
Ansatz 0 18 Stdn. Abfall 
PETE osha 8 Sg oa 0,38 0,31 0,07 
NSA + Glue... ... 0,33 0,05 
NSA + Glue. + F .. 0,34 0,04 
NSA + Glue. + Ars.. . 0,30 0,08 
NSA + Glue. + F-+ Ars. 0,19 0,19 


Tab. 10. Einflu8 von 3-PGS und ATP. 
UF; NSA 0,16-m., ATP 0,01-m., 3-PGS 0,02-m.; Werte in nAquiv. SH/Ansatz. 











Versuch Ansatz 0 24 Stdn. Abfall 
I BR Se eee, 0,63 0,42 0,21 
aerob + NSA+3-PGS ... 0,55 0,08 
+ NSA + 3-PGS +F . ; 0.49 0,14 

+ NSA + 3-PGS + F 
> |. 3 Janeen 0,63 0,00 
II =) Bare at eae 0,77 0,53 0,24 
anaerob + NSA+3-PGS ... 0,59 0,18 
+ NSA + 3-PGS+F. 0,66 0,11 

+ NSA + 3-PGS + F 
TARR ak eas 0,69 0,08 














c) Die Wirkung von Pyruvat und «-Ketoglutarat 

Brenztraubensiure und «-Ketoglutarsiiure hemmen deutlich den 
Glutathion-Abfall im Hamolysat, sowohl ohne als auch mit NSA. Um 
die Mitbeteiligung von DPN oder TPN an diesem Effekt festzustellen, 
wurde Hamolysat 2 Stdn. bei Zimmertemperatur stehen gelassen, eine 
Zeit, die ausreicht, um DPN und TPN komplett zu spalten®. Danach 
wurde Pyruvat und «-Ketoglutarat zugesetzt (Tab. 11). Auch dann blieb 
der hemmende Einflu8 der beiden Ketosiuren erhalten. 


Tab. 11. Einflu8 von Pyruvat und «-Ketoglutarat. 


UF, aerob. UF von Ia und Ila stammt aus Hamolysaten, aus denen das 
Stroma erst nach 2-stdg. Stehen bei Zimmertemp. entfernt wurde. 


Na-Pyruvat 0,02-m., Na-x-Ketoglutarat 0,02-m.; Werte in wAquiv. SH/Ansatz. 











Versuch Zusatz 0 24 Stdn. Abfall 
I _ Bg aR 0,75 0,34 0,41 
Pyruvat. . 0,53 0,22 

la BS Fehrs Sg 0,22 0,53 
Pyruvat. . 0,35 0,40 

II Desasy ft 0,79 0,19 0,60 
Ketoglutarat 0,48 0,31 

IIa PR ae 0,19 0,60 














Ketoglutarat 0,48 0,31 








(1956) 
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Bei all unseren Versuchen zeigte es sich, daB auch unter gleichen 
Bedingungen der Abbau von GSH mit verschiedener Geschwindigkeit 
verliuft. 


Diskussion 


Das GSH der Kaninchenerythrocyten befindet sich nach dem Zen- 
trifugieren mit 3200 g zu 85—90% in der UF. Der Rest la8t sich aus 
den unléslichen Partikeln leicht auswaschen. Nach den Ergebnissen von 
London und Mitarbb.’ gelangt jedoch beim Zentrifugieren mit 26000 g 
das Glutathion in die ,,Stroma-Fraktion‘‘. Es erheben sich so die un- 
geklirten Fragen, 1. nach der Einheitlichkeit der mit verschiedenen Be- 
schleunigungen abzentrifugierten unléslichen Partikel, die man gewéhn- 
lich als Stroma bezeichnet. und 2. nach der Art der Partikel, an die das 
Glutathion gebunden ist. Es ist denkbar, daB das Glutathion der roten 
Blutzellen an eine submikroskopische Fraktion gebunden ist, die man 
mit 3200 g nicht abzentrifugieren kann. 

Die Ergebnisse an intakten Zellen bestitigen die alteren Mittei- 
lungen iiber den langsamen Abbau des GSH in vitro und die Hemmung 
des Abbaus durch hinzugefiigte Glucose. Im Hiaimolysat konnte nur bei 
Anwesenheit von NSA und nach der Entfernung des Stromas eine 
hemmende Wirkung der Glucose auf den Glutathion-Abbau fest gestellt 
werden. Aerob wird die Glucosewirkung durch Fluorid teilweise ge- 
hemmt, anaerob bewirken Fluorid und Arsenat, zusammen zugesetzt, 
éinen sehr raschen Abbau des GSH. Daraus ergibt sich mit grofer 
Wahrscheinlichkeit, daB die Wirkung der Glucose abhingig ist von 
Pyridin-Nucleotiden, die im Hiimolysat nur bei Anwesenheit von NSA 
in meBbarer Menge erhalten bleiben, und daB ihre Wirkung gehemmt 
wird, wenn die ATP-Synthese im Verlauf der Glucolyse durch Fl uorid 
zum Teil, durch Arsenat und Fluorid zusammen vollstindig aufgeh oben 
wird. Man kann demnach den SchluB ziehen, daB indirekt tiber die 
ATP-Synthese eine Beziehung zwischen Glykolyse und GSH-Synthese ; 
besteht. Die Bestiatigung dieser Annahme liefern die Versuche mit ATP 
allein. Es verhindert den Abbau des GSH auch unter Bedingungen. 
unter denen Glucose nicht wirksam ist, z. B. im NSA-freien Hamolysat. 

Der genaue Zusammenhang zwischen ATP und Erhaltung des 
GSH ist aus den Experimenten nicht zu ersehen. Wenn auch eine Voll- 
synthese von GSH aus Aminosiuren denkbar erscheint, so ist anderer- 
seits die geringe Konzentration freier Aminosiuren zu beriicksichtigen. 
Auch die Wirkung der Proteasen der Kaninchen-Erythrocyten, die ihr 
Optimum bei px 3,5 besitzen®, im neutralen Bereich diirfte nicht aus- 
reichen, um geniigend Cystein, Glutaminsiure und Glycin fiir die Syn- 
these zu bilden. Kine Resynthese abgebauten Glutathions wire zu er- 
wigen, die mit einer Reduktion bereits oxydierten Glutathions ver- 

7 E. Dimant, E. Landsberg u. I. M. London, J. biol. Chemistry 218, 
769 [1955]. 
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bunden sein miifte. Der schnellere Abfall des GSH im stromahaltigen 
Himolysat Ja8t vermuten. daB DPN und ATP-spaltende Stroma- 
fermente eine Unterbindung der GSH-Synthese bewirken, indem sie die 
ATP-Synthese vermindern oder den ATP-Abbau erhéhen. Mit der 
Wirkung beider Enzyme ist die kaum ausgeprigte Schutzwirkung der 
Glucose im Vollhimolysat selbst in Gegenwart von NSA erklirbar. Die 
Tatsache, daB ATP auch im Himolysat das GSH zu erhalten vermag, 
spricht fiir eine Konkurrenz zwischen GSH-synthetisierenden und 
ATP-zerstérenden Prozessen. 

Nicht alle Ergebnisse sind auf Glykolyse- und ATP-Wirkung allein 
zuriickzufiihrer. Hierher gehéren u. a. die Unterschiede zwischen aero- 
bem und anaerobem GSH-Abfall, denn die Glykolyse der Erythrocyten 
ist unter aeroben Bedingungen nicht geringer als unter anaeroben. An- 
scheinend iiberwiegt aerob die GSH-Oxydation, sei es durch direkte 
Schwermetallkatalyse, sei es durch vermehrte Methimoglobin-Bildung. 

Die Unterschiede der Fluorid-Wirkung auf die Glucose- und 3- 
PGS-Effekte lassen vermuten,. da unter anaeroben Bedingungen bei 
geringerem GSH-Abfall eine betrichtliche ATP-Synthese vor sich geht, 
so da selbst bei Hemmung der ATP-Synthese iiber die Pyruvatkinase- 
Reaktion noch geniigend ATP durch die Biichersche Reaktion (1.3- 
PGS + ADP) zur Resynthese verbrauchten Glutathions zur Verfiigung 
steht. AuBerdem wiire daran zu denken, daB infolge der Hemmung det 
Milchsiurebildung DPNH sich staut und GSSG reduziert. Erst bei 
vollstiindiger Aufhebung der ATP-Synthese durch kombinierte Wirkung 
von Arsenat (Arsenolyse der 1.3-PGS) und Fluorid (Hemmung der 
Phosphopyruvat-Bildung) kime es demnach zum raschen Abfall des 
GSH. Aerob ist ein gré8erer Verbrauch von GSH anzunehmen, so dai 
die Hemmung einer Stufe der ATP-Synthese, sei es durch Fluorid oder 
durch Arsenat allein, bereits zu einem ausgeprigten Abfall von GSH 
fiihren kénnte. AuBer der indirekten Hemmwirkung des Fluorids auf 
die ATP-Synthese durch Unterbindung der Glykolyse ist noch an eine 
teilweise Hemmung der Apyrase-Wirkung im Vollhimolysat zu denken$, 
aus der eine gewisse Stabilisierung des ATP resultieren wiirde. 

Die Wirkung von Pyruvat und «-Ketoglutarat unter Bedingungen, 
bei denen eine véllige Zerst6rung der Pyridin-Nucleotide angenommen 
werden muB, ist am wahrscheinlichsten durch einen direkten Effekt zu 
erkliren, in dem sich die Carbonylgruppen dieser Saiuren mit SH- 
Gruppen verbinden und dadureh GSH vor der Oxydation schiitzen*. 
Solehe Verbindungen geben eine direkte Reaktion mit Nitroprussid. 


Zusammenfassung 


Das Glutathion der Kaninchenerythrocyten befindet sich in der 
stromafreien Fliissigkeit. Der Abbau von GSH erfolgt in Gegenwart von 
Stroma schneller als in iiberstehender Fliissigkeit und schneller bei 


§ rh. Wieland in ,,Glutathione** Symposium, Acad. Press New York (1954). 
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aerober als bei anaerober Inkubation. Glucose und 3-Phosphoglycerin- 
siure hemmen den Abbau von GSH in der iiberstehenden Fliissigkeit 
in Gegenwart von Nicotinsiureamid (NSA). Adenosintriphosphat hemmt 
den Abbau im NSA-freien Haimolysat. Arsenat und Fluorid zeigen unter- 
schiedliche Wirkungen unter aeroben und anaeroben Bedingungen. 
Pyruvat und «-Ketoglutarat hemmen den Abfall von GSH auch ohne 
NSA. Thre Wirkung ist unabhangig von Pyridin-Nucleotiden. 


Summary 


The glutathione of rabbit erythrocytes is localized in the stromafree 
liquid. The SH form of glutathione is degraded more rapidly in the 
presence of stroma than in the supernatant liquid. The degradation also 
proceeds more rapidly in the case of aerobic incubation than in the case 
of anaerobic incubation. Glucose and 3-phosphoglyceric acid inhibit the 
degradation of the SH form of glutathione in the supernatant liquid in 
the presencg of nicotinamide. Adenosine triphosphate inhibits the 
degradation in haemolysate containing no nicotinamide. Arsenate and 
fluoride produce different effects under aerobic and anaerobic conditions. 
Pyruvate and «-ketoglutarate also inhibit the degradation of the SH 
form of glutathione in the absence of nicotinamide, their action being 
independent of pyridine nucleotides. 
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Uber den antimikrobisch wirkenden Stoff 


der Kapuzinerkresse (Tropaeolum maius) 


Von 
Heinz Dannenberg, Helmut Stickl und Franz Wenzel 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Tiibingen, Direktor: Prof. Dr. A. Butenandt, 
und der Universitits-Kinderklinik Kéln, Direktor: Prof. Dr. Bennholdt-Thomsen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. November 1955) 


Nach A.G. Winter und L. Willeke! enthalten die Blatteile 
und die Samensubstanz der Kapuzinerkresse (Mazerate, PreBsaft, 
galenische Aufarbeitung) einen fliichtigen Stoff, welcher das Wachstum 
von Bakterien hemmt. Der Wirkstoff scheint relativ stabil zu sein und 
den Verdauungstrakt zum Teil unzersetzt passieren zu kénnen, denn 
beim Menschen laBt sich nach dem Genuf von Kapuzinerkressen-Salat 
im Harn eine antibakterielle Wirkung nachweisen!:*. Der Stoff der 
Kapuzinerkresse besitzt ein breites Wirkungsspektrum gegeniiber 
Bakterien; es umfaBt grampositive und gramnegative Bakterien und 
SproBpilze**- Der Stoff wirkt vor allem bakteriostatisch und nur in 
sehr hohen Konzentrationen bakterizid. 

Qualitativ die gleiche antibakterielle Wirkung wie die Praparate 
aus Kapuzinerkresse zeigt auch das Benzylsenfél*, dessen Vorkommen 
in der Kapuzinerkresse in glykosidisch gebundener Form (Glucotropae- 
olin’) bekannt ist. Aus quantitativen Unterschieden bei vergleichenden 
Untersuchungen mit Benzylsenfél schloB A.G. Winter aber, daf 
dieses mit dem Wirkstoff der Priparate aus Kapuzinerkresse wahr- 
scheinlich nicht identisch ist, aber wohl eine sehr ahnliche Struktur 
besitzt®®. Eine Isolierung und Charakterisierung des fliichtigen Wirk- 
stoffes ist bisher noch nicht erfolgt. 


I. Identifizierung des Wirkstoffes 
und seine quantitative Bestimmung 


Fiir unsere Versuche standen uns zur Verfiigung: 1. die Lésung 
eines an Wirkstoff angereicherten Priparates aus dem Samen der Kapu- 


1 A.G. Winter u. L. Willeke, Naturwissenschaften 39, 236 [1952]. 

2 A.G. Winter, Naturwissenschaften 41, 379 [1954]; H.Stickl, Dtsch. 
med. Wschr. 79, 1722 [1954]. 

3 A.G. Winter, Naturwissenschaften 41, 337 [1954]; Madaus Jb. 1958, 7, 7 
[1954]. 

4 Th. Halbeisen, Naturwissenschaften 41, 378 [1954]. 

5 J. Gadamer, Ber. dtsch. chem. Ges. 32, 2335 [1899]; O.-E. Schultz u. 
R. Gmelin, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 287/59, 342 [1954]. 

6 4.G. Winter, Planta Medica 3, 1 [1955]; Therapiewoche 5, 126 [1954]. 
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zinerkresse (Tromalyt der Firma Madaus) in fliissigem Paraffin (in 
folgendem als , Olextrakt“‘ bezeichnet), 2. ein atherischer Auszug von 
mit Wasser behandeltem Samen der Kapuzinerkresse (in folgendem als 
,itherischer Auszug“ bezeichnet)*. 

Durch fraktionierte Destillation des Riickstandes des ,,itheri- 
schen Auszuges‘ im Hochvakuum bei 40—60° wurde Benzyl- 
senf6l erhalten, welches durch sein Infrarot-Spektrum charakterisiert 
wurde. Dieses war vollig identisch mit demjenigen von synthetisch 
dargestelltem Benzylsenf6l (s. Abschn. III). 

Die quantitative Bestimmung des Benzylsenféies im .,Olextrakt* 
wurde nach verschiedenen Methoden durchgefiihrt : 

1. Direkte Bestimmungen im ,,Olextrakt‘‘ selbst lieBen sich durch 
quantitative Auswertungen seines IR- und UV-Spektrums 
durchfiihren. Die Senf6l-Gruppierung —N=C=S zeigt im IR-Spektrum 
eine sehr intensive Bande bei 4,85. Da auBer Senfdlen bei dieser 
Wellenlainge praktisch nur noch Isocyanate (Gruppierung: —N=C=O), 
deren Vorkommen in Pflanzen nicht bekannt ist, absorbieren, ist es sehr 
unwahrscheinlich, daB im IR-Spektrum des ,,Olextraktes‘‘ die Senfél- 
bande durch eine andere Absorption tiberlagert wird. Die Fliche der 
Senfélbande kann daher als direktes MaB fiir den Gehalt an Benzy]l- 
senfol angesehen werden. Unter Zugrundelegung der wahren integralen 
Absorptionsintensitaét der Senfélbande von frisch synthetisiertem 
Benzylsenfél laBt sich der Gehalt des ,,Olextraktes‘‘ an Benzylsenfél zu 
etwa 1,8% berechnen. Damit steht auch die Auswertung des UV- 
Spektrums des ,,Olextraktes‘‘ in Einklang, wonach der ,,Olextrakt‘ 
maximal 2% Benzylsenfél enthalten kann. 

2. Nach A. G. Winter ist der Wirkstoff mit Wasserdampf fliichtig. 
Auch wir fanden bei der Wasserdampfdestillation des Olex - 
traktes‘*, daB der antimikrobische Stoff mit Wasserdampf fliichtig ist: 
der Riickstand erwies sich als inaktiv. Die Aufarbeitung des Wasser- 
dampfdestillates von 10 g ,,Olextrakt‘‘ (Ausithern, Trocknen der atheri- 
schen Lésung und vorsichtiges Abdampfen des Athers) lieferte 173 mg 
eines Oles, welches nach dem UV-Spektrum zu 84% aus Benzylsenfél 
bestand, entsprechend einem Gehalt von 1,45°% Benzylsenfél im ,,Ol- 
extrakt“‘. Die Hemmwirkung des bei der Wasserdampfdestillation 
erhaltenen Oles im mikrobiologischen Test (s.u.) entsprach seinem 
Gehalt an Benzylsenfél (zum Vergleich wurde synthetisches Benzyl- 
senfél getestet). 

3. Eine Anreicherung des Wirkstoffes aus dem ,,Olextrakt (5 g) 
lie sich mit Hilfe einer Chromatographie an Aluminiumoxyd 
(Aktivitatsstufe 1) (s. Abb. 1) erzielen. Die Fraktionen 1, 2, 4, 5, 6, 
8, 9 und 12 wurden im mikrobiologischen Test (s. u.) untersucht, wobei 
die Testmenge jeweils 700 y in 50 mm fliissigem Paraffin betrug. Eine 
Wachtstumshemmung der Bakterien lieB sich mit dieser Konzentration 


+ Fiir das Material danken wir Herrn Prof. Dr. A. G. Winter. 
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nur bei den Fraktionen 4, 5 und 6 erzielen, den Fraktionen, die auch 
Benzylsenfél enthielten (IR- und UV-Spektrum).. Die Wachstums. 
hemmung von 700 y dieser Fraktionen entsprach, wie sich aus ver. 
gleichenden Untersuchungen mit frisch synthetisiertem Benzylsenfél 
ergab, einer Hemmwirkung von 300 Benzylsenfél. In guter Uber. 
einstimmung mit dem Ergebnis des mikrobiologischen Testes bestanden 
die Fraktionen 4, 5 und 6 (insgesamt 132 mg) auf Grund der Auswerting 
ihres UV-Spektrums zu 43% aus Benzylsenfél, woraus sich ein Gehalt 
von 1,1 % Benzylsenfél im ,,Olextrakt‘‘ berechnen 1aBt. 


| 100 
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e 


Paraffinil 





Abb. 1. Durchlaufehromato- 
graphie von 5 g ,,Olextrakt“. 
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II. Vergleichende mikrobiologische und biologische 
Untersuchungen von Kapuzinerkressen-Wirkstoff 
und Benzylsenf6l 


1. Mikrobiologische Untersuchung: 

Die Untersuchung des ,,Olextraktes‘‘ und einer Lésung von Benzyl- 
senfél in fliissigem Paraffin auf bakterienwachstumshemmende Wirk- 
samkeit wurde als ,,Gastest‘‘ in der von A. G. Winter und L. Wil- 
leke’ beschriebenen Versuchsanordnung mit Fleisch-Pepton-Agar 
als Nahrboden durchgefiihrt. Um noch eine vollstindige Wachstums- 
hemmung iiber 24 Stdn. gegeniiber Streptococcus faecalis, Escherichia 
coli, Micrococcus pyogenes und Bac. subtilis zu erzielen, erwiesen sich als 
néotig: a) 50 mm% ,,Olextrakt‘‘, b) 800 y frisch synthetisiertes Benzyl- 
senfél in 50 mm! fliissigem Paraffin. Da der ,,Olextrakt‘‘ auf Grund der 
quantitativen Auswertung seines IR-- und UV-Spektrums 1,8—2 % 
Benzylsenfél enthilt (s.0.), entspricht 50 mm% ,,Olextrakt (spezif. 
Gew. 0,9) 800—900 y Benzylsenfél. Die Hemmwirkung des ,,Ol- 
extraktes* 14Bt sich also vollkommen durch seinen Gehalt 
an Benzylsenf6l erkliren. 


2. Biologische Untersuchungen : 


Zur biologischen Priifung dienten die Bestimmung des Sauer- 
stofiverbrauches sich vermehrender Coli-Bakterien durch 


“4 A.G. Winter u. L. Willeke, Naturwissenschaften 38, 457 [1951]. 





Bd. 303 (1956) Antimikrobisch wirkender Stoff der Kapuzinerkresse 


manometrische Untersuchung im Warburg-Apparat und die Bestim- 
mung des temperatursenkenden Effektes beim Meer- 
schweinchen. 

a) Die Hemmung der Atmung der Coli-Bakterien durch den 
Jlextrakt entsprach seinem durch IR- und UV-Spektrum ermittelten 
Gehalt an Benzylsenf6l. Gleiche Mengen synthetischen Benzylsenféls 
(in fliissigem Paraffin) und ,,Olextraktes‘‘ entsprechender Konzentration 
an Benzylsenfél hemmten die Sauerstoffaufnahme der Coli-Bakterien 
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Abb. 2. Sauerstoffverbrauch sich vermehrender Coli-Bakterien nach Zusatz von 
a) Lésungsmittel (Kontrolle) (Kurve 1), 
b) Kapuzinerkressenél ,,Olextrakt‘‘ (entsprechend 3,5 y Benzylsenfél/ecm) 
(Kurve 2), 
c) 3,5 y/eem Benzylsenfél (Kurve 3), 
d) Kapuzinerkressenél ,,Olextrakt‘‘ (entsprechend 3,5 y Benzylsenfél/ecm) 
+ 3,5 y/eem Benzylsenf6l (Kurve 4). 























gleichartig (s. Abb. 2). Die Addition der beiden Ansiitze ergab ent- 
sprechend der doppelten.Konzentration an Benzylsenfél eine verstarkte 
Hemmung der Atmung. 

Synthetisch dargestelltes Benzylsenf6l in fliissigem Paraffin verliert, 
bei lingerem Aufbewahren unter Luftzutritt und bei Zimmertemperatur 
rasch seine antibakterielle Wirkung; die anfangs klare Losung wird leicht 
opalescierend, und es fallen feine weife Nadeln aus; der typische Geruch 
von Benzylsenfél geht verloren. Einmal begonnen schreitet diese Ver- 
inderung rasch fort. Wenn man solches gealtertes, antibakteriell un- 
wirksames Benzylsenfél frischem, aktivem Benzylsenfél hinzufiigt, se 
wird dieses ebenfalls in kurzer Zeit inaktiviert. Diese Inaktivierung der 
antibakteriellen Wirksamkeit nach Zugabe von gealtertem, inaktivem 
Benzylsenfél trat in gleicher Weise wie beim frisch synthetisierten 





252 H. Dannenberg, H. Stick] u. F. Wenzel, Bd. 303 (1956) 


Benzylsenfél auch bei Zugabe zum ,,Olextrakt‘‘ auf (s. Abb. 3), ein 
weiterer Hinweis fiir die Identitit des Wirkstoffes aus dem Praparat der 
Kapuzinerkresse mit dem Benzylsenfol. 

b) Ein temperatursenkender Effekt durch den Wirkstoff der 
Kapuzinerkresse wurde von Halbeisen® bei mit Pyrogenen vorbe- 
handelten Meerschweinchen gefunden. Dieser Effekt 1a8t sich auch am 
unvorbehandelten Meerschweinchen hervorrufen. Injiziert man Meer- 
schweinchen den .,Olextrakt‘‘ intraperitoneal, so kommt es _ bereits 
nach 10 Min. zu einem deutlichen Abfall der zentralen und der peri- 
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Abb. 3. Inaktivierung von Kapuzinerkressen6él durch Zugabe von inaktivem, 
gealtertem Benzylsenfol. 
Sauerstoffverbrauch sich vermehrender Coli-Bakterien nach Zusatz von 
a) Lésungsmittel (Kurve 1), 
b) Kapuzinerkressenél entsprechend 4 y Benzylsenf6]/ecm (Kurve 2), 
c) inaktivem, gealtertem Benzylsenfél (24 y/ccm) (Kurve 3), 
d) Kapuzinerkressenél + inaktivem Benzylsenf6l (Kurve 4). 


pheren Temperaturen, die erst nach 18—24 Stdn. annahernd zur Norm 
zuriickkehren. Diese Temperatursenkung kann in gleicher Weise 
durch eine Lésung von Benzylsenfé! in. fliissigem Paraffin erzeugt 
werden: jeweils 0,2 cem ,,Olextrakt“ (mit einem Gehalt von 1,8—2% 
Benzylsenfél, aus den Spektren berechnet) und einer 1,8-proz. Lésung 
von frisch synthetisiertem Benzylsenf6l in fliissigem Paraffin vermégen 
die zentrale Temperatur unvorbehandelter Tiere auf 35—35,5° und die 
periphere Temperatur auf 25—25,5° zu senken; gréBere Wirkstoff- 
mengen erzielen keinen erhéhten temperatursenkenden Effekt. Der 
Abfall der zentralen und der peripheren Temperatur verliuft hierbei 


8 ‘Th. Halbeisen, Die Medizinische 1954, 1212; Therapiewoche 5, 130 [1954]. 
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nicht parallel, sondern die periphere Temperatur fallt wesentlich rascher 
ab, so daB die normalerweise 4—6° betragende Temperaturdifferenz 
auf 9—12° erhéht wird. 

Durch die intraperitoneale Injektion der dligen Lésungen kommt es 
bei den Tieren infolge peritonealen Reizes durch das in den Lésungen 
enthaltene Benzylsenfél zu einem Kreislaufkollaps, der sich besonders 
peripher in einer Unterkiihlung der Akren bemerkbar macht. Dem- 
entsprechend fiihren Kreislaufmittel (Effortil, Coramin, Veritol) zu 
einem allgemeinen Ansteigen der Kérpertemperaturen und vor allem zu 
einer Verringerung der Temperaturdifferenz zwischen Kern und Akren 
bis fast zur Norm. 

Der gleiche Effekt — die Erzeugung eines Kreislaufkollapses — wird auch 
durch andere atherische Ole, z. B. Eukalyptusél, erreicht; selbst die intraperito- 
neale Injektion des als Lésungsmittel dienenden Paraffinéls (bzw. Sperméls) ruft 
eine geringe Temperatursenkung hervor. Hinzu kommt, daB Meerschweinchen 
allgemein besonders vegetativ labil sind und bereits bei den iiblichen Manipu- 
lationen wie Injektionen und Fixation zwecks Messung, mit erheblichen Tempe- 
raturschwankungen reagieren kénnen, die sich erst nach einer gewissen Beruhigungs- 
pause normalisieren. 

Bei der Temperatursenkung des Meerschweinchens durch den 
Wirkstoff der Praiparate der Kapuzinerkresse und durch das mit ihm 
identische Benzylsenf6l handelt es sich demnach um eine unspezifische 


értliche Reizwirkung auf das Peritoneum. 


III. Synthese des Benzylsenfdéles 


Das in den vorliegenden Untersuchungen zum Vergleich bendétigte 
Benzylsenfél wurde aus Benzylamin und Schwefelkohlenstoff 
nach der Methode von A. W. Hofmann®, deren Reaktionsbedingungen 
analog einer Senfél-Synthese von Th. Wagner-Jauregg u. Mitarbb.?° 
modifiziert wurden, dargestellt : 

CH,CH,-NH, + CS, ——— CjH,CH,N-CS 45> CsH,CH,-N=C=S 
H SH Benzylsenfol 


Diskussion der Ergebnisse 

Die durchgefiihrten Untersuchungen lassen keinen Zweifel dariiber. 
daB der antimikrobische Wirkstoff aus dem Kapuzinerkressen-Priaparat 
Tromalyt mit dem Benzylsenfél identisch ist. Die quantitative Be- 
stimmung des Benzylsenféles im ,,Olextrakt“’ durch Auswertung der 
IR- und UV-Spektren ergab einen Gehalt von 1,8—2%, wiahrend 
durch Wasserdampfdestillation 1,46°% abgetrennt werden konnten und 
die Chromatographie an‘ Aluminiumoxyd einen Gehalt von 1,1% 
lieferte. Die durch Wasserdampfdestillation und durch Chromatographie 
erhaltenen geringeren Werte sind wegen der Fliichtigkeit und Empfind- 
lichkeit des Benzylsenféles verstandlich. 

® A. W. Hofmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 1, 201 [1868]. 

10 Th. Wagner-Jauregg, H. Arnold u. H.Rauen, Ber. dtsch. chem. 
Ges. 74, 1372 [1941]. 
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Besonders wichtig erscheint, dafi im mikrobiologischen Test bei 
den verwendeten Bakterienstimmen die wachstumshemmende Wirk ung 
vollkommen dem Gehalt des ,,Olextraktes** an Benzylsenf6l entsprach, 
wenn frisch synthetisiertes Benzylsenfol zum Vergleich herangezogen 
wurde, und da in den biologischen Testen weder ein qualitativer noch 
ein quantitativer Unterschied zwischen Benzylsenfél und dem Kapv- 
zinerkressen6l bestand, wenn auf die Benzylsenfél-Konzentration be- 
zogen wurde. Der von A. G. Winter® erhobene Befund, daB die 
antibakterielle Wirksamkeit eines Kapuzinerkressen-Sperm6l-Extraktes 
mit 0.4% atherischem 61 im Gastest etwa 10 mal so aktiv (im Rohr. 
chentest etwa 40 mal so aktiv) war wie eine Lésung von 0,4% synthet. 
Benzylsenfél in Sperm6l, hat seine Ursachen darin, da8 einmal wahr. 
scheinlich kein frisch dargestelltes Benzylsenf6l zum Vergleich verwendet 
worden war, und zum anderen, daf} der bisher von A. G. Winter an. 
gegebene Wirkstoff-Gehalt zu niedrig ist", denn im ,,Olextrakt‘‘, der 
0,4% atherische Ole enthalten sollte, fanden wir bereits einen Gehalt 
von etwa 1,8% Benzylsenfé]. Auf Grund diesés Ergebnisses miissen die 
bisher in der Literatur gemachten Angaben iiber den Wirkstoffgehalt im 
,.Tromalyt wohl einer Revision unterzogeu werden. 

Die Unterschiede in den fiir eine 24-stdy. Hemmung ben6tigten 
Mengen an ,,Olextrakt‘‘ zwischen unseren Versuchen und denjenigen 
anderer Autoren (Winter®, Germer') diirften, abgesehen von Unter- 
schieden in den Nahrbéden, vor allem auf die verschiedenen verwendeten 
Bakterienstiimme zuriickzufiihren sein. 


Beschreibung der Versuche 


Die Spektren wurden mit dem Beckman-Spektrophotometer Modell DU 
und mit dem selbstregistrierenden IR-Doppelstrahlspektrophotometer Perkin- 
Elmer Modell 21 aufgenommen. : 

Die chromatographische Auftrennung des Olextraktes (5g) wurde 
an neutralem Aluminiumoxyd der Aktivitatsstufe 1 (nach Brockmann) durch- 
gefiihrt. Als Elutionsmittel wurden benutzt: (jeweils 25 cm#) 

Fraktion 1—4 Petrolather, Sdp. 70— 80°, 
Fraktion 5 und 6 Petrolaither/Benzol 1:1, 
Fraktion 7 Benzol, 

Fraktion 8— 12 Essigester, 

Fraktion 13—15 Aceton. 


Bei Verwendung eines Aluminiumoxyds, dessen Aktivitét zwischen den & 


Stufen 2 und 3 lag, war die Trennung unbefriedigend. 


Durchfihrung der mikrobiologischen Teste 
Die Teste wurden als Gasteste in der von Winter u. Willeke’ beschriebenen 


Versuchsanordnung durchgefiihrt. Der VerschluB der ausgesuchten geblasenen F 
Petrischalenhalften gleichen Durchmessers erfolgte mit Tesastreifen (umschlossener F 
Raum etwa 150 cm’). Die verwendeten Stamme Streptococcus faecalis, Escherichia 


11 Darauf ist wohl auch der quantitative Unterschied zuriickzufiihren, den 
P. Klesse und P. Lukoschek (Arzneimittel-Forsch. 5, 505 [1955]) zwischen F 


> Tibi 


Benzylsenf6l und dem wirksamen Stoff der Kapuzinerkresse gefunden haben. 
2 W.D.Germer, Dtsch. med. Wschr. 79, 1445 [1954]. 
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coli und Micrococcus pyogenes waren aus Untersuchungsmaterial des Hygiene- 
instituts der Universitat Tiibingen* herausgeziichtet worden, wahrend der Subtilis- 
Stamm aus Heu iso.iert wurde. Als Nahrboden wurden etwa 17 ccm Fleisch- 
Pepton-Agar (1% Liebigs Fleischextrakt der Firma Appel, 1% Pepton der Firma 
Witte und 24%4% Agar) verwendet. Beimpft wurde mit einer Platindse, 2 mm 
lichte Weite. Abgelesen wurden die Teste nach 12, 18 und 24 Stunden. 


Durchfihrung der biologischen Untersuchungen 


a) Die manometrischen Untersuchungen wurden mit dem Warburg- 
Apparat der Firma E. Vetter, Heidelberg, durchgefiihrt. Die erlenmeyerformigen 
ReaktionsgefaBe wurden mit insgesamt 2,5 ccm reagierender Fliissigkeit (Nahr- 
medium + Zusatze) und 0,2 cem 30-proz. KOH gefiillt; der Thermostat war auf 
36,8° eingestellt. Die Ablesungen erfolgten in ! ,-stdg. Abstaénden. Die gewonnenen 
Werte wurden nach der Héhe des Sauerstoffverbrauches und nach der Zeit ein- 
getragen. Aus jeweils drei ReaktionsgefiSen wurde der Mittelwert zum Zeichnen 
der Kurven genommen. 

Als Testkeim diente stets der gleiche Stamm des B. Coli; fiir den Versuch 
wurde 12 Stdn. zuvor eine Passage neu angelegt und von dieser 0,5 ccm beimpfter 
Bouillon in 100 ccm des Nahrmediums gegeben. Als Naihrmedium diente die 
Standard-Nahrbouillon I nach Kuczyinski (Firma E. Merck) in 2-proz. Ansatz. 

Der élige Auszug der Kapuzinerkresse und das in Paraffinél aufgenommene 
Benzylsenfél (s. u.) wurden mittels des Emulgators ,,Cremophor EL“ der Badi- 
schen Anilin- & Soda-Fabrik in waBrige Lésung gebracht. 1 Tl. dliger Ansatz 
wurde in 11 TIn. des Emulgators langsam in Lésung gebracht und sodann mit 
6 Tln. bidest. Wassers versetzt. Dieser Ansatz lieB sich beliebig mit waBrigen L6- 
sungen (Bouillon) verdiinnen und war klar. 

Als gealtertes synthetisches Benzylsenfél wurde eine 6 Monate alte 0,4-proz., 
in Paraffinél aufgenommene Benzylsenfél-Lésung, die unter Lichtzutritt und bei 
Zimmertemperatur gestanden hatte, verwendet; diese Lésung war leicht opales- 
cierend und besaB nicht mehr den fiir Benzylsenf6l typischen Geruch. 

b) Die Temperaturmessungen an Meerschweinchen wurden mittels des 
Thermoelements ,,Thermorapid“‘ der Firma Medeor (Hamburg) gemessen; fiir 
die rektalen Messungen am Meerschweinchen diente eine 12 em lange Knopfsonde, 
fiir die Messung der peripheren Temperaturen eine Tastsonde mit 0,5 cm? Aufsitz- 
flache. 

Fiir die Messungen wurden Meerschweinchen der gleichen Zucht im Gewicht 
von 250—300g verwendet; die intraperitoneale Injektion der dligen Lésungen 
erfolgte stets an der gleichen Stelle des linken Unterbauches. Die Temperatur- 
messungen wurden stets zur gleichen Zeit, beginnend um 16 Uhr. durchgefiibrt ; 
tageszeitliche Schwankungen konnten hierdurch ausgeglichen werden. Zur Durch- 


} fiihrung der Messungen wurden die Tiere lose an ein Brett fixiert, so daB8 durch die 


Fixierung an den Extremitaten keine Durchblutungsstérungen entstanden. 

Die Messung der peripheren Temperatur erfolgte an den FuBballen der hinteren 
Extremitaten. Die o. g. Kreislaufmittel wurden in die Glutealmuskulatur inji- 
ziert. Vor Versuchsbeginn wurden die zentrale und die periphere Normal- 


| temperatur der Tiere durch mehrere Messungen festgestellt. Durch Leermes- 
_ sungen an 10 Meerschweinchen iiber 4 Stdn. lang wurde die mittlere K6rper- 
| temperatur ermittelt; sie lag rektal bei 38,2 + 0,8°; die peripheren Temperaturen 
| wiesen bei den einzelnen Tieren gréBere Schwankungen auf und muBten fiir jede 


Extremitét und fiir jedes Tier gesondert festgestellt werden. Insgesamt wurden 


| fiir die Versuche 26 Meerschweinchen verwendet; das gleiche Tier kam erst nach 
| Ablauf von mindestens 14 Tagen wieder in den Versuch. 


Das ebenfalls ausgetestete Eukalyptusél wurde in der gleichen Weise wie 
Benzylsenf6l in Paraffinél (1,8-proz.) gelést. 


* Herrn Prof. Dr. Bader, dem Direktor des Hygiene-Instituts der Universitat 


: Tiibingen, sei an dieser Stelle fiir sein Entgegenkommen gedankt. 
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Synthese von Benzylsenfél 
Zu 280 cem unter RiickfluB siedendem Schwefelkohlenstoff wurden im 
Verlauf von 3Stdn. eine Lésung von 8,4g Benzylamin in 950 ccm 96-proz, 
Athanol und eine Lésung von 23 g Quecksilberacetat in 500 ccm 96-proy, 
Athanol gegeben. Nach Beendigung der Zugabe wurde noch 3 Stdn. weiter unter 
RiickfluB gekocht. Das durch Abfiltrieren vom Quecksilbersulfid befreite Filtrat 
wurde im Vak. eingeengt. Der Riickstand wurde im Vak. fraktioniert destilliert, 
Nach zweimaliger Rektifikation war das Benzylsenf6] vdllig farblos: Sdp.,, 125 
(Lit.: Sdp.,, 125), n! 1,6053 (Lit.: n° 1,6049). 
C,H,NS (149,2) Ber. 64,39 C 4,73 H 9,39 N 21,498 
Gef. 64,08 € 4,86 H 9,49 N 21,158 
UV-Spektrum (in Athanol): Amax = 247,5 mu, e = 1330. 
IR-Spektrum (Kapillare Schicht): Die wahre integrale Absorptions. 
intensitat A der Senfélbande bei 4,85 u betragt: 


yn 11,0-10'| Pr i 


Mol 





Zusammenfassung 


Der antimikrobische Wirkstoff des Kapuzinerkressen-Praparates 
.,Tromalyt™ ist identisch mit Benzylsenfél. Im mikrobiologischen Test 
und in zwei biologischen Testen (Sauerstoffverbrauch sich vermehren- 
der Coli-Bakterien und temperatursenkender Effekt beim Meerschwein. 
chen) wurden in vergleichenden Untersuchungen zwischen dem Kapv- 
zinerkressen-Praparat und synthetischem Benzylsenfél weder quali- 
tative noch quantitative Unterschiede gefunden, wenn auf die gleiche 
Benzylsenfél-Konzentration bezogen wurde. Letztere wurde im Kapu- 
zinerkressen-Praparat nach verschiedenen Methoden bestimmt. 

Der Wirkstoffgehalt im ,,Tromalyt* scheint gr6Ber zu sein, als bisher 
in der Literatur angegeben. 


Summary 


The antimicrobial principle of the nasturtium preparation ,,Tro- 
malyt“ is identical with benzyl mustard oil. No qualitative or quanti- 
tative differences were found in comparative investigations of the 
nasturtium preparation and synthetic benzyl mustard oil when based on 
equal concentrations of the latter. The investigations involved the micro- 
biological test and two biological tests, viz. the oxygen consumptiun of 
multiplying coli bacteria and the temperature-lowering effect in guinea 
pigs. The concentration of benzyl mustard oil in the nasturtium prepara- 
tion was determined by various methods. The content of active sub- 
stance in ,,Tromalyt“ appears to be larger than previously stated in 
the literature. 
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Komplexometrische Bestimmung von Calcium im Serum 
Von 
P. H. Schulitz 


Aus der Chem.- Physiol. Abteilung (Leiter Dr. P. H. Schulitz) des Allg. Krankenhauses Barmbek 
in Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Dezember 1955) 


In friiheren Versuchen, die komplexometrische Titration nach 
Schwarzenbach! bei der routinemafigen Bestimmung von Calcium im 
Blutserum anzuwenden, gelang es uns nicht, die giinstigen Ergebnisse 
von Flaschka und Holasek? zu bestitigen. Diese Autoren titrieren 
das Calcium in Gegenwart bekannter Mengen Magnesium mit Eryochrom- 
schwarz T als Indikator. Dabei ist der Umschlag von Rot nach Blau 
schleppend und der Endpunkt der Titration von Ungeiibten nicht 
sicher zu erkennen. Nach Kimbel® lassen sich diese Schwierigkeiten 
durch einen Zusatz von Methylrot zum Eryochromschwarz beheben, 
wobei der Umschlag von Orangerot nach Griinblau erfolgt. Gerlach‘ 
empfiehlt, dem Indikator Dimethylgelb oder Methylorange zuzusetzen. 
Auch nach einer von Merck mitgeteilten Arbeitsweise (Indikator- 
Puffertabletten) erfolgt der Umschlag von Rotgelb nach Griin. 

Wir versuchten, die u. E. nicht behobenen Schwierigkeiten durch 
Verwendung des von Anderegg mit Schwarzenbach u.a.® dar- 
gestellten Kresolphthalein-Komplexons* als Indikator zu iiberwinden. 


HO OH 
: | CH; H,C | ; 
(HOC: H,C).N-H,C\ Z\/ \ /\/CH,: N(CH: CO,H), 
Y7 
C 0 
gL CO 


Die von den Autoren eingehend beschriebenen physikalischen und chemischen 
Kigenschaften seien hier, soweit sie fiir das Verstaéndnis wichtig erscheinen, in 





'G.Schwarzenbach u. H.Flaschka. ,,Komplexone“, A.G. vorm. 
B. Siegfried, Zofingen, Schweiz. 
. ? H. Flaschka u. A. Holasek. diese Z. 288, 244 [1951]; ebenda 290, 57 

[1952]. 

3’ K. H. Kimbel, ebenda 298, 273 [1953]. 

4K. Gerlach, Angew. Chem. 67, 178 [1955]. 

> E. Merck, Med. Chem. Untersuchungsmethoden VIII, 51. 

§ G. Anderegg, H.Flaschka, R.Sallmann u. G. Schwarzenbach, 
Helv. chim. Acta 37, 113 [1954]. - 

* Der Ciba A.G. Basel danken wir fiir freundliche Uberlassung der Sub- 
stanz. 
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aller Kiirze zusammengefaBt: Die farblose, in Wasser unldsliche Substanz geht auf 
Zusatz von Natriumacetat, Ammoniak oder Natriumcarbonat in Lésung. Ihr 
Anion verfiigt tiber 6 freie Elektronen und sei mit Z® bezeichnet. Die verdiinnte 
Lésung ist unterhalb von pq 6 farblos, wird zwischen py 7—10 rosa und firbt 
sich ab px 11 tiefrot. Ein Tropfen der 0,1-proz. Lésung, 100 com Wasser als In. 
dikator zugesetzt, gibt oberhalb von py 10 mit Calcium”® eine rote Farbe. Die 
Titration erfolgt bei einem py zwischen 10 und 11. Unterhalb dieser Grenzen ist 
Ca?® als schwach gefarbter Hydrogenkomplex CaHZ* gebunden, oberhalb von 
px 11 bleibt auch die austitrierte Lésung noch stark gefairbt, so daB der Endpunkt 
nicht zu erkennen ist. Innerhalb des genannten Bereiches wird dem tiefroten 
Ca-Phthaleinkomplex Ca,Z*® bzw. CaZ‘*© das Metall durch das Titrationsmittel 
entzogen, so daB die metallfreie Ionisationsstufe H,Z*° des Indikators entstcht. 
In der vorliegenden Verdiinnung ist diese rosa. Das spielt beim Titrieren im Makro. 
maBstab keine Rolle, weil der spontane Abfall der Farbintensitaét den Endpunkt 
deutlich erkennen 148t. Durch einen Zusatz von Methylrot und Diamingriin B 
konnten die genannten Autoren diese restliche Rosafarbung merklich unterdriicken. 
Interessant ist die Erkenntnis von Flaschka®, da8 bei einem Zusatz von 30— 50% 
Alkohol die Farbe im Umschlagspunkt auf farblos zuriickgeht. Trotzdem machen 
die Autoren von dieser Tatsache beim Titrieren von Calcium keinen Gebrauch, 
weil die Extinktion der Farbe schon vor dem Endpunkt der Titration auf 4/, der 
urspriinglichen Farbe zuriickgeht. 

Wir haben uns bemiht, auf diesen Grundlagen eine Bestimmung 
von Calcium im Serum unter Reduzierung der bisher tiblichen Serum- 
mengen auf 0,5 cem durchzufiihren. Die dabei auftretenden Schwierig- 


keiten sind im wesentlichen auf folgende Punkte zuriickzufihren: 
1. Die geringen Konzentrationen 

Arbeitet man im Makromafstab, so erfolgt der Umschlag von 
Rot nach Hellrosa durch den Bruchteil eines Tropfens. Einer Verringe- 
rung der Konzentration an Calcium — und dementsprechend auch des 
Titrationsmittels auf etwa m/1000 — geht eine Verzégerung des Inten- 
sitatsabfalls der Farbe parallel, entsprechend dem verzégerten Farb- 
umschlag beim Arbeiten mit Eryochromschwarz. Durch Abstimmung 
aller im folgenden genannten Faktoren konnten wir erreichen, daf der 
kraftig veilchenblau gefirbte Ansatz im Endpunkt der Titration einen 
deutlich erkennbaren Intensititsabfall der Farbe erfahrt. 


a) Abweichend von den Angaben der genannten Autoren arbeiten 
wir auch bei Calcium mit einem Zusatz von Alkohol. Wir erreichen 
dadurch, daf im Endpunkt keine Restfarbung bestehen bleibt. Es 
erfolgt ein deutlich wahrnehmbarer stufenférmiger Abfall der Farb- 
intensitat, so daB eine gelegentlich noch erkennbare sehr schwache 
Restfairbung, wie sie bei alten Indikatoren eventuell auftreten kénnte. 
ohne Bedeutung ist. 

b) Fiir das véllige Verschwinden der Farbe ist die Menge des zu- 
gesetzten Indikators von Bedeutung. Dieser ist mit einer Blutzucker- 
pipette genau abzumessen. Bei merklich gréBeren Indikatormengen 
erfolgt nicht nur eine Verschiebung des Umschlagspunktes im Sinne 
héherer Werte, sondern das Auftreten einer griinlichen Restfarbe im 
Umschlagspunkt. 





(1956) 


ht auf 
z. Thr 
iinnte 
farbt 
Js In- 
2. Die 
en ist 
b von 
punkt 
froten 
mittel 
‘steht. 
fakro- 
punkt 
rin B 
icken. 
- 50% 
achen 
rauch, 
'/ der 


mung 
srum- 
lerig- 


von 
ringe- 
h des 
nten- 
Farb- 
mung 
B der 


einen 


yeiten 
ichen 
t. Es 
Farb- 
wache 
mnte. 


28 ZU- 
icker- 
engell 
Sinne 


be im § 


Bd. 303 (1956) Komplexometrische Bestimmung von Calcium 959 


c) Das Volumen der Vorlage muB so gering wie méglich gehalten 
werden und soll 5 ccm nicht tiberschreiten. Je gréBer das Volumen, 
desto undeutlicher der Umschlag. 

d) Der Indikator darf nicht zu alt sein. Er ist in Zeitabstinden 
von 5—6 Tagen aus einer mit verdiinntem Alkohol bereiteten Stamm- 
lésung leicht zu erneuern. 


2, Restmengen des Uberstandes, die dem Calciumoxalat- 
niederschlag bzw. den Glaswandungen anhaften 


Geht man von 2 ccm Serum aus, so fallt dieser restliche Uberstand 
hinsichtlich seines Magnesiumgehaltes kaum ins Gewicht. Er kommt 
aber in hdherem Mae zur Geltung, wenn die Ausgangsmenge reduziert 
wird. Diese Fehlerquelle kénnte durch einmaliges Waschen weitgehend 
ausgeschaltet werden. Diese Lésung aber lehnen wir ab, da wir in der 
grundsatzlichen Méglichkeit, das Waschen des Sediments zu vermeiden. 
einen besonderen Vorzug der komplexometrischen Titration sehen. 
GréBer als die Restmenge an Magnesium ist die des iiberschiissigen 
Ammoniumoxalates. Sie vermehrt das ohnehin stérende, an Calcium 
gebundene Oxalat. Wir kommen darauf spater zuriick. Durch ver- 
schiedene MaBnahmen haben wir versucht, die Menge des anhaftenden 
Uberstandes zu verringern. Einen gewissen Erfolg brachte das Sili- 
konieren der Zentrifugengliser durch die verringerte Benetzbarkeit der 
Glaswandungen. Durch Zusitze von Substanzen, die die Oberflichen- 
spannung herabsetzen, erreichten wir ein besseres Ablaufen des Uber- 
standes von den GefaBwinden. Das Ergebnis vieler Versuche in dieser 
Richtung war, daB wir kurz vor dem Zentrifugieren 0,5 ccm einer 1 : 50 
Sterox-Wasser-Mischung zusetzen. Wichtig erscheint uns weiterhin, 
daB der Winkel der Zentrifugengliser, in dem die Wandungen der 
kegelf6rmigen Spitze zusammenstoBen, nicht kleiner als 90°, und daB 
die Spitze nicht zu scharf ist. 


3. Erneute Fallung von Calciumoxalat durch das Alkali- 
sieren der sauren Lésung des Niederschlages 


Diese Stérung erschwerte unser Arbeiten mit Kresolphthalein- 
Komplexon besonders deswegen, weil wir Wert darauf legten, die Menge 
der Vorlage recht gering zu halten. Auch Flaschka und Holasek? 
berichten iiber diese Stérungsméglichkeit. Sie begegnen ihr durch 
den bereits erwihnten Zusatz von Magnesium-Komplexon. Calcium mit 
der gré8eren Affinitat zum Komplexon tritt an Stelle des Magnesiums 
in den Komplex ein. Beim Alkalisieren ist ionisiertes Ca nicht mehr 
verfiigbar. Dafiir wird die aquivalente Menge Mg titriert. Kimbel® 
vermeidet das Auftreten der Oxalat-Triibung dadurch, daB er das 
Eryochromschwarz vor dem Alkalisieren zusetzt. Innerhalb gewisser 
Héchstkonzentrationen an Oxalat soll die zugesetzte Indikatormenge eine 
Fillung von Calciumoxalat verhindern oder wenigstens verzégern. 
Diese Erkenntnisse lieBen sich bei unserem Vorgehen nicht verwerten. 

17* 
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Auch uns gelang es, die Fillung von Calciumoxalat zu vermeiden, wenn 
wir vor dem Alkalisieren durch entsprechenden Wasserzusatz dafiir 
sorgten, daB das Gesamtvolumen des Ansatzes mindestens 10 ccm 
betrug. Dadurch aber erschwerten wir die Erkennung des Umschlags- 
punktes. Beim Arbeiten mit geringen Fliissigkeitsvolumen tritt die 
Triibung auch dann ein, wenn der UberschuB des Fallungsmittels restlos 
ausgewaschen ist. Wir zerstéren deshalb das Oxalat durch Oxydation 
mit Brom, indem wir das Sediment mit kaliumbromidhaltiger 2-n. 
Schwefelsiure und einigen Tropfen Kaliumbromatlésung auf dem 
Wasserbad 15 Min. lang erhitzen. Dieses Verfahren erwies sich unter 
anderen ahnlichen, z. B. der Behandlung mit nascierendem Chlor oder 
mit Perhydrol als das geeignetste, weil Brom sich aus dem Ansatz 
leichter vertreiben lieB. 

Die Ergebnisse stimmten mit den nach anderen Methoden erhaltenen 
(Oxydation des Calciumoxalats mit Cer(IV)-sulfat, Bestimmung mit 
dem Flammenphotometer ‘Eppendorf’*) innerhalb der 2-proz. Fehler- 
grenze gut iiberein, wie die Tabb. 1 und 2 zeigen. 


Tab. 1. Vergleiche der oxydimetrischen Tab. 2. Vergleich der flammenphoto- 
und der komplexometrischen Bestim- metrischen und der komplexometri- 
mung. schen Bestimmung. 





Komplex. Komplex. 
mg % 








10,5 
9,7 


Mischser. 
Tietj. 
Fu. 
Bi. 
Se. 
Kla. 
Wii. 
We. 
Mischser. 


Do. 
Schr. 




















Arbeitsgang: 
1. l1eem Serum in einem GuB mit 2,5 ccm Fallungsreagens versetzen, mischen 
und 4 Stdn., besser iiber Nacht, stehen lassen. 
2. 0,5 ccm einer 1:50 Sterox-Wasser-Mischung zusetzen, mischen und sofort 
zentrifugieren. 


-* Hersteller: Fa. Netheler u. Hinz G. m.b.H.. Hamburg 20. 
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3. Uberstand abgieBen und Glaser umgekehrt einige Minuten awf FlieSpapier 
stehen lassen. Dann Fliissigkeitsreste mit Filtrierpapier entfernen. 

. 0,5 cem Bromid-Schwefelséure und 5 Tropfen Kaliumbromatlisung zusetzen. 

5. 15 Min. im wallenden Wasserbad erhitzen. 

j. Nach Erkalten 2,5 ccm Ammoniakgemisch zusetzen, sorgfaltig in 50-cem- 
Erlenmeyerkolben umfiillen und mit bidest. Wasser nachspiilen (1mal 2 ccm). 
Darauf genau 0,05 cem Indikator zusetzen und auf farblos titrieren. 

Geht man von 0,5 ccm Serum aus, so sind die angegebenen Mengen auf die 
Halfte zu reduzieren. 
Berechnung: mg °, Ca = verbr. ccm Komplexon-f-4. 


Reagenzien. 

Komplexon III (entspricht Titriplex III Merck), Dinatriumsalz der Athylen- 
diamin-tetraessigsiure, Mol.-Gew. 372,1. 

m/10-Komplexonlésung = Stammlésung: 3,721 g des oben genannten 
Salzes mit bidest. Wasser zu 100 ccm lésen. 

1 ccm entspricht 4,008 mg Ca. 

m/1000-Komplexon III: 2cem der obigen Stammlésung mit bidest. 
Wasser zu 200 com verdiinnen. 

1 cem entspricht 0,04 mg Ca. 

Indikator-Stammlésung: 0,01 g Methylrot, 0,10 g Diamingriin und 0,2 g 
Kresolphthaleinkomplex Ciba werden mit 1 ccm Wasser zu einem Brei angerieben 
und dann mit 10 ccm 95-proz. Alkohol vermischt. Dieser Mischung setzt man 9 cem 
Wasser und 0,2 ccm 20-proz. Natriumcarbonatlésung hinzu. Die Lésung wird im 
Eisschrank aufbewahrt. 

Indikatorlésung fiir den Gebrauch: 1 ccm der Stammlésung mit 9 cem 
Wasser versetzen und 0,3 cem 20-proz. Sodalésung zufiigen (Eisschrank:!). 

Die Indikatorlésung soll kraftig violettblau aussehen (auch in der Mikro- 
pipette, in der sie abgemessen wird). Bei Verblassen der Farbe muB sie erneuert 
werden. Verschwindet die Farbe beim Titrieren nicht véllig bzw. tritt beim Titrieren 
im Umschlagspunkt ein Ziehen auf, so mu8 die Lésung erneuert werden. 

Alkohol-Ammoniak-Mischung: 20 cem Ammoniak etwa 25-proz., 30 ccm 
bidest. Wasser, 50 ccm 96-proz. Alkohol. 

Fallungsreagens: 40 ccm 30-proz. Natriumacetatlésung, 40 ccm bidest. 
Wasser, 20 ccm 4-proz. Ammoniumoxalatlésung. 

Bromid-Schwefelsaure: 4g Kaliumbromid p. a. werden in 100 cem 2-n. 
H,SO, (10-proz.) gelést. 

5-proz. Kaliumbromatlésung. 

Die Reagenzienlésungen sind in PVC-Flaschen aufzubewahren. 


Zusammenfassung 


Die Ca-Bestimmung im Serum erfolgt durch Fiallung als Oxalat, 
Beseitigung des iiberschiissigen Oxalats durch Oxydation mit Bromid- 
Bromat und Komplexon-Titration mit Kresolphthalein-Komplexon als 
Indikator. 


Summary 
Calcium is determined in serum by precipitation as oxalate, followed 
by removal of excess oxalate by oxidation with bromide-bromate, and 
titration with complexone using cresolphthalein-complexone as indi- 
cator, 
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Unterschiede in der qualitativen Zusammensetzung 
der Proteine und Peptide von Blattprefsaften 
gesunder und rollviruskranker Kartoffelpflanzen* 
Von 
Fritz Reindel und Walter Bienenfeld 
Aus dem Chemischen Institut Weihenstephan der Techn. Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Dezember 1955) 


Der Virusbefall von Pflanzen und Tieren gewinnt fiir die Land- 
wirtschaft immer gréBere Bedeutung durch die dadurch verursachten 
Qualitats- und Ertragsminderungen. Besonders wichtig in dieser Be- 
ziehung ist die Infektion der Kartoffel durch das Blattrollvirus, da hier 
die gréBten Ausfalle am Ertrag zu verzeichnen sind. Dieses Virus kann 
nur durch die Pfirsichblattlaus iibertragen werden und wandert vom 
Blatt in die Knolle und damit in das Saatgut fiir das folgende Jahr, 
wobei Pflanzen heranwachsen, welche die fiir dieses Virus typischen 
Symptome der gerollten Blatter zeigen und als Folge eine verminderte 
Assimilationsleistung und damit geringeren Ertrag geben!. Man weib 
auch, daB die Ursache zum Teil in einer Stauung der Assimilate in den 
Blattern liegt, hervorgerufen durch Bildung einer viskosen, gallert- 
artigen, ,,Kallose“‘ genannten Substanz, die die Siebréhren der Pflanze 
verlegt und dadurch die Ableitung der Assimilationsprodukte in die 
Knollen stért. Bei gesunden Pflanzen tritt diese ,,Kallose“ ebenfalls auf, 
jedoch erst am Ende der Vegetationsperiode. Es ist daher ein Problem 
von fundamentaler Bedeutung fiir die praktische Landwirtschaft. 
infiziertes Kartoffelsaatgut zu erkennen und von der weiteren Ver- 
wendung auszuschlieBen. 

Die zu diesem Zweck angewandte Standard-Methode der Saatgutpriifung 
ist die Augenstecklingspriifung von Kéhler!. Dabei werden von jedem Saatgut 
die Kronen von 50 Knollen abgeschnitten und wahrend der Wintermonate in 
Treibhaéusern zur Keimung gebracht. Nach etwa 6—8 Wochen haben sich aus den 
Stecklingen Kartoffelpflanzen entwickelt, die entweder die typischen Symptome 
der Rollkrankheit zeigen oder nicht. 

Diese gegenwartig wohl sicherste Methode zur Erkennung infizierten Saat- 
gutes hat die Nachteile des groBen Raumbedarfs und der relativ langen Dauer. F 
Bei den zahlreichen anderen Viruserkrankungen der Kartoffelpflanzen, die aber F 
in ihrer Wirkung auf den Ertrag nicht so einscheidend sind wie das Blattrollvirus, [ 
liegen in dieser Beziehung die Verhaltnisse etwas giinstiger. In Anlehnung an die | 
humanmedizinische Bakteriologie wurden serologische Methoden entwickelt, die | 


1 E. Kéhler, Ziichter 7, 62 [1935]. 
* Auszug aus der Dissertat. Walter Bienenfeld, Techn. Hochschule | 


Miinchen, 1955. 
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auf der Fallung von spezif. Antikérpern durch das Antigen (Virus) beruhen und 
gestatten, eine spezif. Virusinfektion in kurzer Zeit festzustellen?. Beim Blattroll- 
virus gibt es aber bisher keinen derartigen serologischen Test. 


Es besteht jedoch noch eine andere Méglichkeit eine Virusinfektion 
frihzeitiger festzustellen. Ausgehend von der allgemein bekannten 
Tatsache, daB das eingedrungene Virus den Stoffwechsel des befallenen 
Wirtes seinen Zwecken dienstbar macht, sind gewisse Veriinderungen in 
den Stoffwechselprodukten vorauszusehen. 


Ihre ersten Erfolge hatte diese Arbeitsrichtung durch amerikanische Forscher 
auf dem Gebiet des Tabakmosaikvirus, wobei mit Hilfe der inzwischen ausgebauten 
Methoden, der Elektrophorese, der Papierelektrophorese bzw. der Papierchromato- 
graphie in den befallenen Pflanzen zusitzliche Komponenten festgestellt werden 
konnten, die oft mit dem Virus selbst identisch waren und so zur Reindarstellung 
und Konstitutionsaufklarung z. B. des TMV beitragen konnten*. Auch auf dem 
Gebiet der Kartoffelvirosen liegen schon Arbeiten in dieser Richtung vor. So fand 
E. Barton-Wright*, daB der Transport der Kohlenhydrate in gesunden Kar- 
toffelpflanzen bevorzugt in Form der Saccharose erfolgt, wahrend bei blattroll- 
kranken Pflanzen Hexosen an Stelle der Saccharose treten. Verschiedentlich 
wurde ein erhéhter Stickstoffgehalt infizierter Pflanzen festgestellt’. Ein negativeres 
Redoxpotential stellte in virosen Pflanzen Tiimperer® fest. Das Hauptinteresse 
bei blattrollviruskranken Pflanzen galt in den vergangenen Jahren den Ver- 
anderungen des Stickstoff-Stoffwechsels. So stellten Andreae und Thompson’ 
eine Verringerung des Tryptophan- und Tyrosingehaltes in den Knollen rollvirus- 
kranker Pflanzen fest, wobei die papierchromatographische Auftrennung als 
analytische Grundlage diente. Zu einem gegenteiligen Befund kam im gleichen 
Jahre Schuphan®. Keinen Unterschied im Gehalt der erwahnten Aminosauren 
fand auch Allison®, der dagegen in kranken Knollen einen 2—3mal héheren 
Glutamingehalt fand. Wahrend der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit erschien 
noch eine Veréffentlichung von Kanngiesser?®, der, mit Hilfe der Papierelektro- 
phorese abgetrennt, in den KnollenpreBsaiften gesunder Kartoffelknollen 3 mit 
Azokarmin B gut anfarbbare EiweiBstoffe sichtbar machen konnte, wahrend die 
dritte Komponente in den rollviruskranken Pflanzen schwacher war. Mit welcher 
Sicherheit auf Grund dieser Feststellung Rollvirusbefall festgestellt werden kann, 
ist vom Verfasser nicht angegeben. Beziiglich weiterer Unterschiede in den Stoff- 
wechselprodukten gesunder und kranker Kartoffelpflanzen sei auf die Literatur 


verwiesen !!, 


2 C. Stapp u. R. Bartels, Ziichter 20, 42 [1950]; C. Stapp u. O. Markus, 
Phytopathol. Z. 16, 215 [1950]. 

3 R. A.Gray, Arch. Biochem. Biophysics 88, 305 [1952]; S. Wildmann 
u. G. Brenner, Sci. Monthly 70, 347 [1950]; G. Schramm, Naturwissenschaften 
31, 94 [1943]. 

4 E. Barton-Wright u. A. M. Bain, Trans. Roy. Soc. Edinburgh 57, 309 
[1953]. 
5 W. McLean, J. agric. Sci. 16, 318 [1926]; E. F. Topekha, Bull. Aplied 
Botany Chem. Abstr. $1, 5040 [1937]; E. J. Russel, J. Ministry Agric. 27, 1 
[1920]. 

6 EK. Timperer, Angew. Chem. 46, 551 [1933]. 

7 W. A. Andreae u. K. L. Thompson, Nature [London] 166, 72 [1950]. 

8 W. Schuphan, Z. f. Pflanzenkrankh. (Pflanzenpathol.) Pflanzenschutz 57, 
408 [1950]. 

® R. M. Allison, Nature [London] 171, 573 [1953]. 

10 W. Kanngiesser, Phytopathol. Z. 18, 447 [1952]. 

1 W. Kanngiesser, Naturwissenschaften 18, 307 [1954]; E. Pfankuch, 
Biochem. Z. 279, 115 [1935]. 
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Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich ebenfalls mit den Unter- 
schieden in den Stoffwechselprodukten von gesunden und rollvirus- 
kranken Kartoffelknollen und Pflanzen. zunichst unter Beschrankung 
auf Proteine und Peptide. 

Da in den infizierten Kartoffelknollen nur sehr geringe Mengen an 
Virus vorhanden, die Unterschiede in den Stoffwechselprodukten daher 
noch schwer nachweisbar sind, arbeiteten wir zunichst mit Blattpre8- 
siften von Kartoffelpflanzen, die in der Augenstecklingspriifung? ein- 
wandfrei als gesund bzw. rollvirus-infiziert erkannt worden waren*. 
AuBerdem kamen immer Prefsifte von Pflanzen gleicher Sorten, Her- 
kunft und gleichen Entwicklungsstadiums zur Untersuchung. 

Zur Auftrennung bedienten wir uns der Papierelektrophorese, 
anfangs nach Grassmann und Hannig'™ unter Verwendung des 
ElphorH-Gerates und Anfairbung der gebildeten Zonen mit Amido- 
schwarz 10 B. Nach Einarbeitung mit menschlichem Blutserum wurden 
die vorbereiteten (s. Versuchsteil) BlattpreSsafte in der Mitte des Papier- 
streifens aufgetragen. Da jedoch das EiweiB-des Kartoffelblattpre’- 
saftes unter den fiir Humanserum gegebenen Arbeitsbedingungen nur 
eine verschwommene Zone lieferte, verwendeten wir statt des Veronal- 
puffers (pu 8,5) nach Erprobung einer Reihe von Puffersystemen den 
Borax-Bernsteinsiurepuffer, pu 7. Dabei bildeten sich bei gesunden 
und kranken Pflanzen zwei anodisch wandernde, deutlich abgesetzte 
Zonen, die allerdings durch das Amidoschwarz nur relativ schwach 
angefarbt wurden. Dies deutete auf Oligopeptide hin, welche durch 
Amidoschwarz je nach Kettenlinge kaum oder nicht angefirbt werden. 

In diesem Stadium der Arbeit war am Institut eine neue Fiirbe- 
methode mit Benzidin entwickelt worden’, die alle die Gruppe NH 
enthaltenden Verbindungen anfarbt, von den hochmolekularen Eiweib- 
stoffen bis zu den Aminosiuren. Bei Anwendung dieser Fiirbemethode 
auf die Elektropherogramme von frischen BlattpreBsiften gesunder 
und rollkranker Kartoffelpflanzen (Borax-Bernsteinsiurepuffer px 7.0. 
180 V, 4.5 Stdn.) wurden bei gesunden Pflanzen 5, bei kranken 6 ano- 
disch wandernde gefiarbte Zonen erhalten. 

Dieser Unterschied ergab sich selbstverstindlich auch bei der Aus- 
wertung der Pherogramme mit Hilfe des Photozellenkolorimeters nach 
Grassmann!4 (s. Abb. 2). Er konnte bei den 4 untersuchten Kartoffel- 
sorten: Friihmélle, Ackersegen, Agnes, Priska festgestellt werden. 

Zur Erprobung der Sicherheit der Diagnose auf Grund der Unter- 
schiede im Elektropherogramm wurden je 5 BlattpreBsifte einer ge- 

2 W. Grassmann u. K. Hannig, Naturwissenschaften 37, 469 [1950]. 


18 F. Reindel u. W. Hoppe, Naturwissenschaften 40, 221 [1953]; F. Rein- 
del u. W. Hoppe, Chem. Ber. 87, 1103 [1954]. 


14 W.Grassmann, K.Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 


333 [1951]. 


* Wir danken Herrn Dir. Dr. Weller und Herrn Dr. Arenz der bayer. 
Landessaatzucht Weihenstephan fiir das Entgegenkommen und die Zusammen- 
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sunden und einer rollkranken Pflanze derselben Kartoffelsorte zur 
Verfiigung gestellt, deren Gesundheitszustand dem Bearbeiter nicht 
bekannt war. Alle 5 PreBsafte der infizierten Pflanzen zeigten die zu- 
siitzliche Komponente und konnten als krank erkannt werden. Bei 
keinem der PreBsafte der gesunden Pflanzen war eine 6. Komponente zu 
erkennen. Bei einem gréBeren Versuch der Priifung von 38 Paaren 
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Abb. 1. Elektropherogramm zweier BlattpreBsifte von Kartoffelpflanzen 
(Sorte Oberarmbacher): oben gesund, unten infiziert 
(ElphorH-Gerat, m/10 Borax-Citronensdurepuffer pq 7,5, 200 V, 4% Stdn. 
Farbung mit Benzidin). 
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Abb. 2. Extinktionswegdiagramme aus Elektropherogrammen n. d. Benzidin- 
methode gefarbt; m/.9-Borax-Bernsteinsiure, py 7,5, 200 V, 414 Stdn.; 
links: Friihmdlle gesund, rechts: Friihmdlle rollviruskrank. 


(jeweils eine gesund und eine krank) konnten 35 als PreBsifte von kran- 
ken Pflanzen erkannt werden, was einer Sicherheit der Diagnose von 
92% entspricht. Bemerkt sei noch, daB in keinem Fall eine gesunde 
Pflanze als krank bezeichnet wurde. Beziiglich des Auftretens der 6. Pep- 
tidkomponente sei noch erwihnt, daB dieselbe von der Vegetationszeit 
abhiingig ist. Die giinstigste Zeit fiir ihre Beobachtung ist 7 Wochen 
nach Anzucht einer Jungpflanze. 

Dem Ziel einer einfach durchzufiihrenden Friihdiagnose kommen 
die beschriebenen Ergebnisse leider nicht niher, da die Unterschiede im 
Elektropherogramm erst zu einem Zeitpunkt deutlich in Erscheinung 
treten, wo auch mit Hilfe der Augenstecklingspriifung aus dem iuBeren 
Bild der Pflanze auf deren Gesundheitszustand geschlossen werden kann. 
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Wir haben natiirlich versucht, ob sich vielleicht schon in den PreBsi{ten 
der Kartoffelknolle oder der Keimlinge eine Differenzierung im Elektro. 
pherogramm ergibt, konnten aber nur selten eine solche feststellen, 
Etwas giinstiger liegen die Ergebnisse bei den im Dunkeln gewachsenen 
Kartoffelkeimen, in deren Prefsaiften Unterschiede zwischen gesunden 
und kranken Pflanzen durch Papierelektrophorese festzustellen sind, 
doch sinkt hier die Sicherheit der Diagnose auf 66% ab. 

Da eine eingehendere Untersuchung der kraftigsten Zonen ergab, 
daB sie nicht ganz einheitlich waren, wurde in Anlehnung an die bisher 
verwendete Apparatur eine vergréferte Elektrophoreseapparatur. die 
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Abb. 3. Elektropherogramm eines BlattpreSsaftes mit verbesserter Apparatur; 
oben: gesunde, unten: infizierte Pflanze, Sorte Ackersegen (Citronensaurepuffer, 
pu 6,8; 220 V, 31% Stdn.; Benzidinfarbung). 


bei einer freien Laufstrecke von 37 cm, Erhéhung der Spannung auf 
220 V, Abkiirzung der Laufzeit auf 3,5 Stdn. eine schirfere Auftrennung 
ergab. BlattpreBsifte, wie beschrieben aufgetragen, ergaben im Wesen 
dasselbe Bild, doch war die Zahl der Zonen infolge der besseren Trenn- [ 
wirkung um je zwei vermehrt: bei gesunden Pflanzen wurden 7, bei [ 
virusinfizierten 8 gefairbte Zonen erhalten, wobei die klare Absetzung der 
8. Komponente besonders hervorgehoben sei (Abb. 3). Diese 8. Kom- 
ponente ist, wie wir festgestellt haben. einheitlich und identisch mit der 
6. der alten Arbeitsweise. 
Die 8. Zone, die gegeniiber der Zone 7, welche die Mischung der f- 
sauren Aminosauren darstellt, deutlich abgesetzt ist, konnte eluiert [ 
werden, nachdem die Elektrophorese auf fiinf gréBeren Papierbogen | 
unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt und die Eluate der | 
8. Zonen vereinigt wurden. Eine kleine Menge der eluierten 8. Kom- | 
ponente nach dem Einengen erneut der Papierelektrophorese unter- 
worfen, wanderte vollkommen einheitlich. : 
Die weitere Untersuchung ergab, da ein phosphorhaltiges Peptid 7 
unbekannter MolekiilgréBe vorliegt, dessen Hydrolyse nach papier- | 
chromatographischer Auftrennung folgende 8 Aminosiuren erkennen | 
lie: Asparaginséure, Glykokoll, Glutaminsaure, Threonin, Alanin, Valin. : 
Leucin, wenig Methionin. Als NH,-endstindige Aminosiure lieB sich | 
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unter Verwendung der Methode von F.Sanger (Umsetzung des 
Peptids mit 2.4-Dinitro-fluorbenzol, Hydrolyse und anschlieBender 
Papierchromatographie) Glykokoll feststellen. 


Die in Abb. 3 in der Mitte des Bildes liegenden breiten Streifen 
kommen zwei Eiweifstoffen zu, die im Elektropherogramm durch die 
neutralen Aminosiuren des BlattpreBsaftes iiberlagert werden. Wir 
haben die Eiwei8stoffe durch Dialyse von niedrigmolekularen Ver- 
bindungen und Salzen befreit und getrennt mit Salzsiure hydrolysiert. 
Bei den nach der zweidimensionalen Methode erhaltenen Papierchromato- 
grammen wurden bei beiden Proteinen dieselben 18 Aminosiuren fest- 
gestellt. Ein Unterschied zwischen gesunden und kranken Pflanzen 
wurde nicht gefunden. Uber die quantitativen Unterschiede in der Zu- 
sammensetzung der freien Aminosduren in Prefsiften gesunder und 
blattviruskranker Kartoffelpflanzen wird in einer weiteren Arbeit 
berichtet. 

Wir glauben nicht, daB in dem beschriebenen Peptid das Virus selbst vorliegt; 
diese Frage ist leider der Priifung nicht unmittelbar zuginglich, da das Blattroll- 
virus, wie eingangs erwahnt, nur durch die Pfirsichblattlaus iibertragen werden 
kann. Vielmehr wird wohl der Stoffwechsel der Kartoffelpflanze durch das ein- 
gedrungene Virus so umgesteuert, daB die acht am Aufbau des Peptids beteiligten 
Aminosaéuren nicht in dem MaBe benétigt werden, wie sie anfallen und einstweilen 
als Intermediarprodukt liegenbleiben. Eine Stiitze fiir diese Auffassung méchten 
wir darin sehen, daB die anomale Komponente spater wieder verschwindet. 


Die Durchfiihrung der Arbeit wurde durch Gewahrung eines Forschungs- 
Stipendiums an Walter Bienenfeld erméglicht. Wir méchten der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft fiir die finanzielle Unterstiitzung den besten Dank 
aussprechen. 


Beschreibung der Versuche 


Als definiertes Versuchsmaterial dienten Kartoffelpflanzen, die in den Ge- 
wachshausern der bayer. Landessaatzuchtanstalt Weihenstephan aus Augen- 
stecklingen von Kartoffelknollen gleicher Sorte, Herkunft und gleichen Anzucht- 
alters herangewachsen waren. 

Bereitung der BlattpreBsafte: Die von mindestens 4— 5, besser 7 Wochen 
alten Jungpflanzen geernteten Blatter wurden nach kurzem Waschen und Trocknen 
an der Luft in einem Kiihlschrank gefroren, wobei die Zellen platzten. Nach Zer- 
reiben der aufgetauten Blatter in einer Bosch-Saftpresse wurde der PreBsaft in 
einer Padberg-Zentrifuge (10000 U./Min.) 30 Min. zentrifugiert. Nach dem griind- 
lichen Vorfrosten wurden vollig klare Zentrifugate erhalten, was fiir die im fol- 
genden beschriebenen Elektrophoreseversuche ausschlaggebend war. 


Elektrophorese der BlattpreBsafte 


1. Mit dem ElphorH-Gerat: Nachdem umfangreiche Vorversuche gezeigt 
hatten, daB die von Grassmann fiir Humanserum angegebene Farbemethode 
mit Amidoschwarz 10 B und Verwendung von Veronal-Na-HCl Puffer, py 8, fiir 
Pflanzensafte unbefriedigend ist, wurden zwei Bedingungen geandert: 

a) Systematische Versuche ergaben als giinstigste Puffer Citronensaiure- bzw. 
Boraxbernsteinsaéurepuffer, py 7 (letztere hergestellt aus m/10-Borax- und Bern- 
steinsiurelésung mit potentiometrischer Einstellung auf py 7). 


‘SF. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 
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b) Als Farbemethode wurde die inzwischen am Institut von Reindel und 
Hoppe entwickelte Anfirbung mit Benzidin verwendet", die auch Oligopeptide 
und Aminosauren anfarbt. 

Je 0,05 ml (enthaltend etwa 100 y N) der klaren PflanzenpreBsafte wurden 
mit einer kalibrierten Mikropipette strichférmig quer zur Laufrichtung eines vor. 
her mit den oben erwahnten Puffern getrankten und kurz mit FlieBpapier ab- 
getrockneten 4 cm breiten, 28 cm langen Filtrierpapierstreifens (Whatman Nr. 1) 
in der Mitte oder 10cm vom kathodisch gelegenen Rand aufgetragen, Laufzeit 
4¥, Stdn. bei 180 V. AnschlieBend wurden die Elektropherogramme in horizontaler 
Lage mit Warmluft getrocknet und mit Benzidin gefarbt (Abb. 1). 

Die Kurven der Abb. 2 wurden mit einem Photozellenkolorimeter nach 
Grassmann™ erhalten. Bei der relativ hohen Fehlerbreite von + 8% geben 
diese Kurven nicht die genauen quantitativen Verhaltnisse wieder. 

Es sei noch besonders betont, daB die Pflanzen nach dem Auftauen unverziig- 
lich bis zum fertigen Elektropherogramm verarbeitet werden miissen. 

Mit derselben Apparatur und Farbung wurde der EinfluB des Alters auf die 
Differenzierung des elektrophoretischen Musters von gesunden und _ infizierten 
Kartoffelpflanzen untersucht. Dabei ergab sich, daS der Unterschied bei 2 bis 
3 Wochen alten Pflanzen noch sehr schwach, nach 4— 5 Wochen schon deutlich, am 
besten aber an PreBsaften von etwa 50 Tagen alten Pflanzen zu erkennen ist; 
bei 3 Monate und linger gewachsenen Pflanzen war der Unterschied nur mehr in 
30% der PreBsafte festzustellen. 

2. Priifung der Zonen auf Einheitlichkeit: Die Elektropherogramme 
wurden in iiblicher Weise (Anfarbung zweier schmaler Randstreifen zur Fest- 
stellung der Lage der Zonen) in die Zonen zerschnitten und diese in einer Vinidur- 
wanne, deren Innenraum durch eine Glasplatte verschlieBbar und Wasserdampf 
gesattigt war, mit Wasser eluiert*. Die in kleinen Schalchen gesammelten Eluate 
wurden schonend getrocknet (Gefriertrocknung) und auf einem neuen Elektro- 
phoresestreifen aufgetragen. 

Die Zonen wurden beim zweiten Male an der gleichen Stelle erhalten; doch 

waren sie durch kleine Mengen der benachbarten Zonen verunreinigt. Relativ 
einheitlich erwies sich die vorher erwaihnte zusitzliche Komponente. Auf Grund 
von eingehenden Versuchen konnten wir feststellen, da diese unbefriedigende 
Auftrennung vor allem durch Zusammenwirken von elektrophoretischer Wande- 
rung eiverseits und dem sog. Dochteffekt (Verdunsten der Pufferlésung infolge 
der Jouleschen Warme und Nachsaugen des Puffers aus den Elektrodenriumen) 
sowie dem Diffusionseffekt zustande kommt. 
; 3. Arbeiten mit neuem Elektrophoresegerat: Die am Institut unter 
Ubernahme einer Anordnung von Grassmann bzw. Turba!® und Ausnutzung 
der Erfahrungen der vorliegenden Arbeit selbst konstruierte neue Elektrophorese- 
Apparatur** schaltete die erwahnten Nachteile weitgehend aus. Durch ihre gréBeren 
Dimensionen gestattete sie bei einer freien Laufstrecke von 37 em die Verwendung 
von Papierbogen bis zu 25 cm Breite und damit die Méglichkeit mehr praparativen 
Arbeitens. Die durch schwach angewirmtes Wasser hergestellte Wasserdampf- 
sittigung vermied weitgehend den oben erwahnten ,,Dochteffekt*. 

Beiin Auftragen der wie vorher beschrieben vorbereiteten PreBsafte zeigte 
sich eine scharfere Auftrennung. Die Bedingungen waren: 4 cm breite Streifen, 
Na-Citrat oder Borax-Citronensiurepuffer py 7, 220 V, 0,4—0,5 mA, 3% Stunden. 
Bei PreBsaften gesunder Pflanzen wurden mit Benzidinfarbung 7, bei virus- 
infizierten Pflanzen 8 stickstoffhaltige Zonen festgestellt, wobei die 8. Zone weit 


16 F. Turba, Chromatogr. Methoden i. d. Proteinchemie, Springer-Verlag 
Berlin, Géttingen, Heidelberg 1954. 
* Beziiglich der Einzelheiten der Apparatur sei auf die zit. Dissertat. W. Bie- | 
nenfeld, S. 73a, verwiesen. j 
** Die Apparatur wurde von Dr. W. Hoppe aufgebaut. Naheres s. 8. 73a | 
der Dissertat. W. Bienenfeld. : 
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anodisch wandert und klar abgetrennt ist (s. Abb. 3). Die nunmehr villig einheit- 
liche 8. Zone ist identisch mit der 6. Zone der friiheren Arbeitsweise. Im auf- 
steigenden Papierchromatogramm mit sek..Butanol-Eisessig-Wasser wandert die 
8. Zone kaum, was fiir das Vorliegen eines Oligopeptids spricht. Auch die iibrigen 
Zonen wandern beim erneuten Auftragen elektrophoretisch einheitlich, ohne 
deshalb einheitliche Komponenten darzustellen. So erweist sich die Zone 7, die 
sowohl bei gesunden wie bei kranken Pflanzen auftritt, bei genauerer Unter- 
suchung als die Mischung der sauren Aminosauren. 

4. Naihere Charakterisierung der bei infizierten Pflanzen auf- 
tretenden zusatzlichen 8. Komponente. Auf 5 groBe Papierbogen wurden 
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Avb. 4. Zweidimensionales Papierchromatogramm der Aminosauren des 
HCl-Hydrolysats der 8. Komponente. 


Laufrichtung 1: sek.-Butanol, Eisessig, Wasser 50:30:20, 
2: Picolin, Eisessig, Wasser, 75:2:23. 
Laufzeit 1: 48 Stdn., 2: 20 Stdn. 
Die im theoretischen Teil benannten Aminosauren entsprechen in der Reihen- 
folge der Numer.erung der Abb. 4. 











bis zu 0,25 ml vorbehandelten PreBsafts kranker Pflanzen aufgetragen und unter 
den im vorhergehenden beschriebenen Bedingungen der Elektrophorese unter- 
worfen. Die in iiblicher Weise hergestellten Eluate der 8. Zone aller 5 Bogen (die 
abgeschnittenen Streifen diirfen vor dem Eluieren nicht vollkommen trocken 
werden: Denaturierung) wurden vereinigt und schonend eingeengt. 

Hydrolyse: Das eingeengte Eluat wurde mit 4 ml 6-n. HCl in einem zu- 
geschmolzenen Glasréhrchen 15 Stdn. bei 105° gehalten. Die éfter am Wasserbad 
abgedampfte und durch Adsorption an einer kleinen Kationenaustauschersaule 
(Lewatit KSB) von Salzen befreite Aminoséurelésung wurde schlieBlich, auf etwa 
0,1 ml eingedampft, auf einen Papierbogen (Schleicher & Schiill, 2043 B) punkt- 
formig aufgetragen und der zweidimensionalen Papierchromatographie unter- 
worfen. Das Ergebnis zeigt die Abb. 4. 

Ob am Aufbau eventuell noch Tryptophan beteiligt ist, kann nicht gesagt 
werden, da es durch die Saurehydrolyse zerstért worden ware. 

5. Feststellung des P-Gehaltes der Zonen des Elektrophero- 
gramms: Hierzu wurde das von Bandursky und Axelrod" angegebene Spriih- 
reagens in der Modifikation von Hanes und Isherwood! verwendet. Die Reaktion 
beruht darauf, daB die organisch gebundene Phosphorsiure mit verd. HCIO, bei 
Gegenwart von Ammoniummolybdat abgespalten (85°, 6 Min.) und die gebildete 
Phosphormolybdansaure mit H,S in die blaugefarbte Stufe des niedrigerwertigen 
Molybdans iibergefiihrt wird. 

Ein frisches Elektropherogramm von BlattpreBsaften (Abb.3), in der be- 
schriebenen Weise bespriiht und mit H.S reduziert, ergab mehrere P-positive 
schwach blaue Streifen, vor allem eine breite Mittelzone, und bei virusinfizierten 
Pflanzen reagierte auch die zusatzliche 8. Zone schwach positiv. wodurch gezeigt 
ist, daB diese als ein phosphorhaltiges Peptid angesprochen werden darf. 


17 B.S. Bandursky u. B. Axelrod, J. biol. Chemistry 198, 425 [1951]. 
'S CLS. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 





270 ' Fritz Reindel u. Walter Bienenfeld, Bd. 303 (1956) 


Die blauen Streifen sind nur kurze Zeit: zu beobachten. Auch macht sich ein 
Blindwert des Papiers stérend bemerkbar. Diese Erscheinung 14Bt sich verbessern, 
wenn die Streifen keiner héheren Temperatur ausgesetzt werden. 

6. Ermittlung der NH,-endstandigen Aminosaure der 8. Kompo. 
nente nach Sanger”: Die Eluate mehrerer Bégen der 8. Zone wurden vereinigt, 
im Vak. auf 1 ml eingeengt, mit 1 m/ Hydrogencarbonatlésung und 0,5 ml 10-proz. 
Dinitrofluorbenzol in Athanol versetzt und 3 Stdn. mit einem Mikromagnetriihrer 
geriihrt. Zur sorgfaltigen Entfernung des iiberschiiss. Dinitrofluorbenzols wurde 
wiederholt mit Ather ausgeschiittelt und die waBrige Phase mit 1 ml 6-n. HCI ver. 
setzt und nach Einschmelzung in ein Réhrchen 4 Stdn. bei 100° hydrolysiert. Die 

‘ dinitrophenylierte Endaminosiure wurde mit Ather ausgeschiittelt, nach Ab.- 
dunsten desselben mit einem Tropfen Eisessig aufgenommen und auf ein Papier 
aufgetragen. Mit dem von Felix und Krekels’® angegebenen Lésungsmittel- 
gemisch entwickelt, wurde ein schwach gelber Fleck erhalten, der auf Grund des 
Ry-Wertes!® und durch Vergleich mit der aus Glykokoll hergestellten Dinitro. 
phenyl-Verb. als Dinitrophenylglycin erkannt wurde. Damit ist gezeigt, daB die 
am NH,-Ende des Octapeptids stehende Aminoséure Glykokoll ist. 

7. Verhalten der BlattpreBsifte bei der Dialyse: Die Dialyse der 
wie beschrieben vorbereiteten, frischen BlattpreBsafte wurde in einer etwas ab. 
geanderten Antweilerschen Apparatur mit einer ,,Ultrafeinfilter-ff-Membran“ der 
Membranfiltergesellschaft Géttingen gegen Wasser bzw. Puffersalzgemische 
so lange durchgefiihrt, bis ins AuBendialysat keine niedrig molekularen N-Ver. 
bindungen mehr iibergingen, was bei éfterem Wechsel des AuBendialysats nach 
30 Stdn. der Fall war (Priifung mit der Benzidinfarbung). 

Mit zunehmender Entsalzung zeigte das Innendialysat eine Triibung und 
schlieBlich eine Ausflockung, die abzentrifugiert werden konnte (Globulin). In 
Lésung verblieb ein Albumin, das sich nach Zugabe von Saure (py 4,5 und Er. 
hitzen auf 80°, 30 Min.) ausfallen lie. Die Restlésung war praktisch stickstoff-frei. 

Dialysierte man gegen Puffersalzgemische, wie sie bei der im vorhergehenden 
beschriebenen Elektrophorese verwendet wurden, so unterblieb die Ausfallung im F 
Innendialysat. Nach der ohne Steigerung der Temperatur erfolgten Einengung. | 
auf ein Elektropherogramm aufgetragen, erschienen die beiden Proteine als zwei f 
schwach anodisch wandernde Zonen, die durch Amidoschwarz 10 B nur schwach [ 
angefarbt werden, worauf in der vorliegenden Arbeit schon friiher hingewiesen 
wurde. Hervorgehoben sei noch, daB die bei der Elektrophorese nicht dialysierter, [ 
frischer PreBsafte infizierter Pflanzen festgestellte zusitzliche Komponente weder [ 
im Innen- noch im AuBendialysat gefunden werden konnte, da sie bei der langen [ 
Dauer der Dialyse verandert wird. é 

Die mit den getrennten, getrockneten EiweiBstoffen nach Nr. 4 des Versuchs- | 
teiles durchgefiihrte Saurehydrolyse und anschlieBende Auftrennung mit zwei- F 
dimensionaler Papierchromatographie zeigte das Vorhandensein von 18 Amino. [ 
sdurebausteinen bei beiden EiweiSkérpern an; es ist daher méglich, daB die F 
oben beschriebene Trennung der beiden EiweiSstoffe nicht zu vollkommen einheit- F 
lichen Verbindungen fiihrt. 


Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, daB die stickstoffhaltigen | 
Verbindungen bei einer durch Blattrollvirus infizierten Kartoffelpflanze | 
verindert sind. In BlattpreBsiften sieben Wochen alter Kartoffel- [ 
pflanzen werden nach Auftrennung mit Hilfe der Papierelektrophorese |” 
bei gesunden Pflanzen 7, bei infizierten 8 durch Benzidin farbbare | 


19 K. Felix u. A. Krekels, diese Z. 290, 78 [1952]. 
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Komponenten festgestellt. Die Sicherheit der Diagnose betragt iiber 
90%. Die bei kranken Pflanzen auftretende zusiitzliche Komponente 
ist einheitlich und stellt ein phosphorhaltiges Oligopeptid dar; die 8 am 
Aufbau beteiligten Aminosiuren werden durch Papierchromatographie 
identifiziert. Glykokoll wird als endstiindige Aminosiure der Peptid- 
kette festgestellt. 


Summary 


It is shown that the nitrogenous compounds undergo change in a 
potato plant infected with leaf-roll virus. In leaf press juices from seven 
week old potato plants seven components which can be stained with 
benzidine were detected in the case of healthy plants after separation 
by means of paper electrophoresis. Eight such components were detected 
in the case of infected plants. The method is reliable in more than 
90 per cent of cases. The additional component occurring in infected 
plants is homogeneous and is a phosphorus-containing oligopeptide. 
The eight constituent amino-acids in the latter were identified by 
means of paper chromatography. Glycine was found to be the terminal 
amino-acid in the peptide chain. 
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Aminoséurezusammensetzung 
kristallisierter Alkohol-Dehydrogenase aus Backerhefe 


Von 


Kurt Lange 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Rostock, Direktor Professor Dr. F. Menne 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Januar 1956) 


Die Alkohol-Dehydrogenase (ADH) ist ein Metallproteid, das 
4Grammatome Zink pro Mol Protein (Mol.-Gew. 150000) enthiilt!. 
Durch das Fermentprotein werden 4 Moll. Diphosphopyridindinucleotid 
(DPN) so fest gebunden, daB sie sich in der Ultrazentrifuge mit dem 
FermenteiweiB zusammen abtrennen lassen®. Die Aktivitét des Fer- 
mentes scheint nicht zuletzt auf der aktivierenden Gruppierung einiger 
Aminosiuren zu beruhen und ist abhingig von der Zahl der freien 
SH-Gruppen*. In diesem Zusammenhang verspricht eine quantitative 
Untersuchung der Aminosiiurezusammensetzung der ADH wichtige 
Hinweise zum Verstindnis der biologischen Wirksamkeit des Fermentes 
zu liefern. * 

Die vorliegende Arbeit berichtet iiber die Aminosiurezusammen- 


setzung von kristallisierter, elektrophoretisch einheitlicher, aktiver ADH 
aus Backerhefe. Die Untersuchungen wurden mit Hilfe der Papier- f 
chromatographie durchgefiihrt. 


Methodisches 


ADH wurde nach Racker* unter Beriicksichtigung einer von Biicher und 
Christian® angegebenen Modifikation aus Backerhefe isoliert*. Zur Analyse des 
Proteins wurde zweimal umkristallisierte ADH nach dreitégiger Dialyse gegen f 
bidestilliertes Wasser mit 6-n. HC] 12 Stdn. unter Riickflu8 hydrolysiert. Nachdem Ff 
die zur Hydrolyse verwendete Salzsiure aus dem Hydrolysat entfernt worden war. fF 
wurde der Riickstand in !/,)-n. HCl aufgenommen. 

Die Trennung der einzelnen Aminosiuren erfolgte auf Filtrierpapier .,Schlei- 
cher & Schiill 2043b MGL‘ durch folgende Lésungsmittelgemische : 

1. n-Butanol, Eisessig, Wasser (80:20:20) 

2. Phenol, Boratpuffer, py 12 (gesitt. Lésung) 

3. Pyridin, n-Amylalkohol, Wasser (25:50:25) 


' B. L. Vallee u. F. L. Hoch, J. Amer. chem. Soc. 77, 821 [1955]. 
2 J. E. Hayes u.S. F. Velick, J. biol. Chemistry 207, 225 [1954]. 

3 K. Wallenfels u. H. Sund, Angew. Chem. 67, 517 [1955]. 

1 E. Racker, J. biol. Chemstry 184, 313 [1950]. 

> Persén]. Mitteilung von Dozent Dr. H. Holzer. 

* Die praparativen Arbeiten wurden mit freundlicher Erlaubnis von Herm 
Professor Dr. Kiihnau im Psysiologisch-Chemischen Institut der Unversitat 
Hamburg begonnen. Herrn Professor Dr. Kiihnau und Herrn Dozent Dr. Holzer 
sei auch an dieser Stelle fiir ihre Hilfe und Beratung bestens gedankt. 








(1956) 
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Durch 1. wurden getrennt: Cystin + Cystein, Lysin, Histidin, Arginin, Alanin, 
Prolin, Tyrosin, Valin + Methionin. 


Durch 2. wurden getrennt: Asparaginsaure, Glutaminsaure, Serin, Glycin, Threonin, 
Alanin, Tyrosin. 



























































fe Durch 3. wurden getrennt: Valin, Tyrosin, Isoleucin, Leucin, Phenylalanin. 

Die jeweils unter 1., 2., 3. nicht angegebenen Aminosiuren waren zu Gruppen 
vereinigt und konnten auf den entsprechenden Chromatogrammen nicht aus- 
gewertet werden. 

be Das Hydrolysat wurde strichférmig auf das Papier, das zur Erhéhung der 
ae Trenneffekte an der Startlinie mit rhom- F 
bischen Ausschnitten versehen war, auf- 
getragen. In der Mitte der Ausschnitte blieb | Wanderungsrichtung d. Losungsmittels 
das ein 1,5 cm breiter Papierstreifen stehen, der 
vailtl das IneinanderflieBen der einzelnen Bahnen 
6 und damit das seitliche Uberlagern der 
eotid Aminosauren beim Entwickeln derChromato- 
dem gramme verhinderte. 
Fer- Die Aminosiuren wurden auf den Chro- 
niger matogrammen durch Anspriihen mit einer 
reigh 0,5-proz. Ninhydrinlésung sichtbar gemacht®. 
; Zur quantitativen Bestimmung der Amino- 
ative siuren diente der Kupferkomplex des bei der 
htige Reaktion mit Ninhydrin gebildeten Farb- 15 
sntes stoffs’. Der auf dem Papier entwickelte Farb- \ i 
stoff wurde mit Methanol eluiert und kolo- ‘ / 
rimetrisch bestimmt. Als Vergleichslésung \ / 
nen- diente auf jedem Chromatogramm ein Amino- ‘ : 
.DH siuregemisch, das bei der Entwicklung und i + 
pier- Farbung den gleichen Bedingungen wie das % i 
' Hydroiysat unterworfen worden war. ‘ / 
Ergebnisse 
und Eine Zusammenstellung der Ergeb- seine 
> des nisse gibt Tab. 1, in der die prozen- [Ee Oe Re Ce ee 









egen 
dem fF 
war, | 





tuale Verteilung der einzelnen Amino- pp. }, Schnittmuster im Papier. 
sduren angegeben und die Molzahleiner Die gestrichelten Felder bezeichnen 
jeden Aminosiure pro Mol ADH errech- die Ausschnitte. 
net ist. Die Analysendaten sind auf 
Grund mehrfach wiederholter Bestimmungen ermittelt worden. Die in 
der letzten senkrechten Spalte der Tabelle aufgefiihrten Zahlen geben 
die Anzahl der Versuche wieder, bei deren quantitativer Auswertung 
die Differenz der Ergebnisse nicht gréBer als 5% war. 

Fiir die Ermittlung des Tryptophangehaltes wurden Sonder- 
bestimmungen im intakten Protein® ausgefiihrt, weil Tryptophan 
wihrend der sauren Hydrolyse zerstért wird. 
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6 F. G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 
7 F. Bode, H. J. Hiibener, H. Briickner u. K. Heeres, Naturwissen- 


schaften 39, 524 [1952]. 
8 M. X. Sullivan, H.S. Milone u. E. L. Everitt, J. biol. Chemistry (B) 


125, 471 [1938]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 303 
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Tab. 1. Aminosaiuregehalt der ADH. 


— 





g Amino- | Moll. Amino- 
Aminosaure siure/100 g | saure/Mol. Versuch» 
ADH 





Cystin + Cystein 27,5 
Lysin 7 80,2 
Histidin f 24,2 
42,2 
111,2 
63,2 
49,7 
51,3 
97,0 
68,5 
82,9 
118,0 
83,2 
88,5 
80,2 
81,4 
51,8 
12,5 
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Zum qualitativen Nachweis von Prolin und Oxyprolin wurde das 
Papier bei einigen Chromatogrammen mit Folin-Reagens (1.2-naphtho- 
chinon-4-sulfonsaures Natrium) bespriiht®. Ninhydrin gibt mit diesen 
beiden Aminosiuren nur schwache Farbténe. Mit Folin-Reagens hin- 
gegen entsteht ein intensives Rot, das sich von den anderen verschieden- 
artig gefirbten Aminosiuren deutlich unterscheidet und abhebt. Oxy- 
prolin konnte in der ADH nicht nachgewiesen werden, obwohl die zur 
Bestimmung benutzte Substanzmenge erheblich vergr68ert wurde. 

Der Wert fiir Methionin wurde aus den Bestimmungen von Valin + 
Methionin (in Lésungsgemisch 1) und aus den Bestimmungen fiir Valin 
(in Lésungsmittelgemisch 3) errechnet. 

Da die Ry-Werte von Cystin und Cystein nur geringfiigig ver- 
schieden sind, wurden diese beiden Aminosiiuren gemeinsam bestimmt. 
AuBerdem besteht die Méglichkeit, da wihrend der Hydrolyse und 
wahrend der nachfolgenden Behandlung Cystein in Cystin iibergeht. 


Zusammenfassung 


Die Aminosiurezusammensetzung von kristallisierter Alkohol- 
Dehydrogenase wurde auf papierchromatographischem Wege quanti- 
tativ bestimmt. 


® D. Miiting, Naturwissenschaften 39, 303 [1952]. 
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Hs wurde auf eine Méglichkeit zur besseren Trennung von Amino- 
siuregemischen auf eindimensionalen Papierchromatogrammen_hin- 
gewiesen. 

Summary 


The amino-acid composition of crystalline alcohol dehydrogenase 
has been determined quantitatively by means of paper chromatography. 
Reference is made to a possible improved separation of amino-acids on 
unidimensional paper chromatograms. 

a 
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Ein Verfahren zur Bestimmung der Histidin-Konzentrat on 
im Blutplasma 
Von 


Hermann Frank und Heinrich Petersen 


Aus der Medizinischen Universitatsklinik Kiel, Direktor: Prof. Dr. H. Reinwein 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Januar 1956) 


Verfahren zur Bestimmung des Histidingehaltes im Blutplasma 
miissen nicht nur spezifisch, sondern vor allem empfindlich genug sein, 
um die sehr geringen Histidinkonzentrationen exakt zu erfassen. Diese 
Voraussetzungen werden von den bisherigen chemischen Bestimmungs- 
methoden nicht erfiillt. 

Das Diazotierungsverfahren von Edlbacher und Mitarbeitern? er- 
zielt zwar eine konstante Farbreaktion und ist darin anderen Methoden 
iiberlegen, es ist aber nicht nur unspezifisch, sondern die Extinktionen 
sind auch bei lichtelektrischer Kolorimetrie so gering, daB sie innerhalb 
des methodischen Fehlers bleiben (Tab. 1a). Auch wenn man abweichend 
von der Originalmethode die Bestimmung statt in 0,1 in 0,3 mi Vollblut 
oder in 0,3 m/ Plasma vornimmt, ist die Lichtabsorption nicht aus. 
reichend. Selbst dann, wenn bei Clearance-Untersuchungen der Plasma- 
spiegel durch intravenédse Dauertropfinfusionen von Histidinlésungen 
erhéht wurde, fehlte entweder jeder Anstieg oder er war doch unverhiilt- 
nismaBig gering, wie aus den beiden ausgewahlten Beispielen hervor- 
geht (Tab. 1b). 

Wie wenig spezifisch andererseits das Diazotierungsverfahren ist, 
mag in einem besonders krassen Beispiel das Urin-Chromatogramm eines 
Patienten mit einer dekompensierten Lebercirrhose (Abb. 1a) belegen. 
Im Serum ist die Zahl der Diazotierungsprodukte zwar geringer, aber 
auch hier kann durch summarische Diazotierung ein zu hoher Histidin- 
wert vorgetiuscht werden (Abb. 1b). 

Wir haben deshalb das Prinzip der chromatographischen Abtrennung 
anderer diazopositiver Substanzen, wie wir sie in einer friiheren Arbeit 
fiir die Urin-Analyse angegeben haben”, auch fiir die Histidinbestimmung 
im Plasma beibehalten. Fiir die Erfassung der geringen Plasmahistidin- 
mengen reichte aber die Einengung des Lésungsvolumens im Vakuum 
oder im warmen Luftstrom nicht aus. Wir nutzten deshalb die ganze 


1 §. Edlbacher, diese Z. 157, 106 [1926]; S. Edlbacher, H. Baur, H.R. 
Staehelin u.A. Zeller, diese Z. 270, 158 [1941]; H. Baur, Z. ges. exp. Med. 119, 


143 [1952]. 
2-H. Frank u. H. Petersen, diese Z. 299, 1 [1955]. 
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Tab. 1. Histidinbestimmung in 0,3 m/ Vollblut und Plasma nach Edlbacher 
und Mitarbeitern. 


a) 12 Normalpersonen 





€, Maximal €, Minimal | Mittelwert 


1. Vollblut 0,080 0,018 0,0479 
2. Plasma 0,077 0,015 0,0505 














b) Histidinbelastung 
(Nach Injektion von 4 g Histidin, Dauertropfinfusion einer 
10-proz. Hist dinlésung) * 





Eigene 
Methode nach Edlbacher u. a. Methode 





Vollblut 


Pat. Ge. € € 

Niichtern: ... 0,045 0,120 
1. Clear. Per. . . 0,035 0,405 
2. Clear. Per. . . 0,036 0,330 
3. Clear. Per. . . 0,032 0,315 
4.Clear. Per. . . 0,024 0,330 
Pat. Go. 
Niichtern .... 0,055 0,192 
1. Clear. Per. . . 0,090 0,940 
2. Clear. Per. . . 0,095 0,465 
3. Clear. Per. . . 0,085 0,278 
4. Clear. Per. . . 0,094 0,308 


Ablesung im Photomer ,,Eppendorf“ bei 436 my. 
* Reines Histidin und intravenés injizierbare Histidinlésungen wurden von der Deutschen 
Hoffmann-La Roche A.G., Grenzach, Baden, zur Verfiigung gestellt. 

















Abb. la. Urin, dekomp. Leberc‘rrhose. Abb. 1b. Plasma, Normalperson. 


Aufsteigende Chromatographie mit Partridge-Gem‘sch. Bespriiht mit Diazonium- 
salz-Lésung. Photopanchromatisch. 


Breite eines Papierbogens, wie er sonst fiir die zweidimensionale 
Chromatographie verwandt wird, zum strichférmigen Auftrag aus und 
konnten auf diese Weise eine gréBere Substanzmenge aufbringen. Die 
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eigentliche Bestimmung wurde dann im Eluat nach der Methode von 
Edlbacher, Baur u.a.! ausgefiihrt. Die Histidin-Konzentration war 
dabei 10- bis 20fach héher als bei der direkten Bestimmung im Plas ma. 
Andere diazopositive Substanzen mit ahnlich niedrigem Ry-Wert wie 
das Histidin wurden scharf abgetrennt, die einzelnen Banden waren 
auch bei dieser ungewohnlichen Auftragsweise gleichmaBig und chne 
gr6Bere Stérungen. 


Ausfiihrung der Bestimmung 


10 m/l Heparin-Plasma werden mit 10 ml 20-proz. Trichloressigsi:ure 
enteiweiBt und 20 min bei 15000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand 
wird in einem Schiitteltrichter durch 5 malige Extraktion mit der gleichen 
Menge Ather von Trichloressigsiure befreit. 10 m/ der waBrigen Phiase 
werden im Vak.-Exsiccator auf etwa 1 m/ eingeengt. 0,2 ml des eiweib- 
freien Konzentrates trigt man in 20cm langem, gleichmaBigem Strich 
auf die Startlinie eines 30 x 30 cm grofen Filterpapierbogens (Schleicher & 
Schill, 2043b) auf. Abgesetzt davon, aber atif gleicher Hohe an beiden 
Randern des Bogens zieht man 2 kurze Striche mit derselben Analysen- 
lésung, spannt den Bogen in einen Dentschen Rahmen ein und chromato. 
graphiert aufsteigend mit Partridge-Gemisch (etwa 14 Stdn. mit einer 
Laufstrécke von ungefahr 24cm). Nach Beendigung des Laufes trocknet 
man mindestens 1 Stde. bei 60°. Dann werden die seitlichen Kontroll- 
streifen abgeschnitten und mit Diazogemisch bespriiht. Die Lage der 
Histidinbande im nichtangefairbten Hauptchromatogramm ist danach 
eindeutig festzulegen. Ein 2—3cm breiter Papierstreifen, der diese 
Bande enthialt, wird nach dem Orientierungschromatogramm aus- 
geschnitten, zerkleinert und in ein Reagenzglas, das 5 ml Wasser ent- 
halt, iibergefiihrt. Nach 2 Stdn. wird das Papier mit einem Glasstab 
ausgequetscht und 3 m/ des Eluats in einen Glaskolben iibergefiihrt. 
Hierzu gibt man 5 mi eisgekiihlte 0,53-proz. Natriumcarbonatlésung und f 
stellt den Kolben in ein Eisbad. Darauf wird tropfenweise 0,5 ml Diazo- 
reagens zugefiigt, das aus 2 TIn. DiazoI (0,5 g p-Monochloranilin in 
5 ml konz. Salzsiure gelést und mit aqua dest. auf 200 mi aufgefiillt) 
und 1 Tl. Diazo II (0,5-proz. wiBr. Natriumnitritlésung) besteht. Nach 
genau 5 min wird mit 10 m/ Butanol extrahiert und die waiBrige Phase 
von der organ. durch Zentrifugieren getrennt. Der Butanolextrakt wird 
in einer Photometerkiivette (d = 1 cm) bei 436 my photometriert. 

Leerwert: Ein gleichbreiter Streifen aus einem im gleichen Ansat: 
mitgelaufenen, nicht beschickten Filtrierpapierbogen wird in genau 
derselben Weise behandelt wie der Vollwert. 

Berechnung: Der Histidingehalt der Probe wird fiir die gemessene 
Extinktion aus einer Eichkurve entnommen (Abb. 2). Aus diesem Wert 
wird unter Beriicksichtigung der Verdiinnung (durch das EnteiweiBungs- 
mittel), der Einengung (des enteiweiBten Ansatzes) und der aufgetrage- 
nen Menge (im allgemeinen 0,2 m/) die Histidin-Konzentration im 
Plasma, ausgedriickt in mg%, berechnet. 
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Abb. 2. Eichkurve. Abb. 3. Absorptionskurve. 


Farbkonstanz 
In wafr. Lésung sinkt die Farbdichte relativ schnell ab (Tab. 2). 
Im Butanolextrakt ist der Diazofarbstoff konstanter, ein gewisser 
Intensitatsverlust ist aber auch hier, im Gegensatz zu den Angaben von 
Edlbacher u.a.', festzustellen. Es muB daher spitestens nach 3 min 
das Kupplungsprodukt mit Butanol ausgeschiittelt und nach weiteren 
20 bis 30 min die Photometrie durchgefiihrt werden. 


Tab. 2. Konstanz der Farbintensitat eines Histidin-Diazotats. 


a) Butanol b) in waBr. Lésung 


60 min 90 min 








3 min 0,458 0,451 
10 min 0,412 0,406 
20 min 0,378 0,375 








Extinktionen bei 436 mu (Photometer ,,Eppendorf*‘). 


Nach Zugabe des Diazogemisches zum Ansatz wurde 3, 10 und 20 min bis 
zur Butanol-Ausschiittelung gewartet, dann die Farbintensitat des Extrakts nach 
30, 60 und 90 min bestimmt. 


Ablesungsbereich 
Der Bereich optimaler Ablesung liegt nach der Absorptionskurve 


(Abb. 3) zwischen 430 und 470 mu. Fiir das verwendete Photometer 
(.,.Eppendorf) kam deshalb nur die Hg-Linie bei 436 my in Betracht. 


Proportionalitat 
Das Beersche Gesetz ist bis zu einer Konzentration von 50 y erfiillt. 
Die untere Grenze der Nachweisbarkeit liegt bei einer Konzentration 
von 0,3 bis 0,5 mg% Plasma-Histidin, entspr. 3 bis 5 y aufgetragenen 
Histidins. 
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Enteiweibung 


Die Hauptschwierigkeit jeder Methode zum Nachweis und ‘uw 
Bestimmung von Aminosiiuren im Blut liegt in der EnteiweiBung. Jas 
schonendste Verfahren stellt auch nach unserer Erfahrung die Uberdruck. 
Ultrafiltration dar’. Der Zeitaufwand ist aber mit mindestens 8 St In. 
relativ hoch. Die Verwendung organischer Fallungsmittel wie Alkoaol 
und Aceton bietet den Vorteil, dal} sie durch Abdunsten leicht entfernt 
werden kénnen. Die alkoholische Deproteinisierung fiihrt aber zu Ver- 
lusten*. Sehr gute Ergebnisse erzielten wir mit Aceton-Fallung, Lin- 
dampfung bis zur Trockene und Wiederaufnahme in einem bestimm<en 
Fliissigkeitsvolumen. Das Verfahren von Gordon und Nardi? ist leider 
sehr umstiandlich. Fiir Reihenanalysen erwies sich uns die Fallung nit 
Trichloressigsiure als besonders geeignet. Diese 1aBt sich durch Ather. 
extraktion** weitgehend aus dem Ansatz entfernen und stért deshalb 
die nachfolgende chromatographische Analyse nicht. Die Aminosiuren 
werden nicht mitgefillt und, insbesondere das Histidin, auch nicht 
zerstért. Wir kénnen also die Ergebnisse von Rider und McCollum', 
die Histidin-Verluste durch die Einwirkung von Trichloressigsaure in 
Acetonlésung fanden, fiir waBrige Loésungen nicht bestiatigen. Un- 
bedingt zu vermeiden ist die Trennung vom Eiweib-Niederschlag durch 
Filtration, weil hierdurch nicht unerhebliche Mengen von Histidin im 
Pracipitat, aber auch im Filterpapier(!) zuriickgehalten werden. 


Tab. 3. Wiederauffindungs-Versuche. 
A. Reine Histidinlésungen 
(Verluste durch Chromatographie bzw. Elution ?) 





Wiedergefunden Streu- | Standard- 


A : : 
ufgetragen Absolut sts tied Relativ} breite abweichg. 





50 y 48,8» | 97,7% 71% 2,665%, 
100 y 96,7» | 96,7% 2,47%, | 1,57 % 





B. Histidin-Zusatz zum Serum 


(Verluste durch EnteiweiBung und Einengung ?) 





Zugegeben Wiedergefunden Streu- | Standard- 


(zu 10m/Ser.)| Absolut canittelw.) Relativ]| breite | abweichg. 
| 





500 y 499» | 99,8% | 414% | 2,02% 
1000 963» | 96,3% | 9,55% | 3,09% 


3 C. E. Dent u. J. A. Schilling, Biochem. J. 44, 318 [1949]. 

4 a) T. Astrup, G. Carlstrém u. A. Stage, Acta physiol. scand. 24, 202 
[1951]; b) D. M. Walker, Biochem. J. 52, 679 [1952]. 

5 §. Gordon u. G. L. Nardi, J. Lab. clin. Med. 48, 827 [1954]. 

6 A. A. Rider u. E. McCollum, J. Lab. clin. Med. 45, 215 [1955]. 
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Wiederauffindung 


Bei Wiederauffindungsversuchen im Serum (Tab. 3) ergibt sich 
zwar eine etwas gréBere Streubreite als bei der Chromatographie reiner 
Histidinlésungen, doch sind die Abweichungen nicht so hoch, daB eine 
wesentliche Zerst6rung des Histidins durch die Einwirkung der Trichlor- 
essigsiiure anzunehmen ist. Die Verluste lagen in keinem Falle hoher als 
5% des Ansatzes. 

Anwendung 


Die mit der aufgezeigten Methode ermittelten Plasma-Histidin- 
werte lagen durchweg etwas niedriger als die in der Literatur angegebe- 
nen. Uber Abweichungen von der Norm und Erfahrungen mit der 
Histidin-Clearance soll spiter an anderer Stelle berichtet werden. 


Zusammenfassung 


Es wird eine quantitative Methode zur Histidin-Analyse im Blut- 
plasma angegeben, bei der durch chromatographische Anreicherung eine 
zur Bestimmung ausreichende Konzentration erreicht wird. Die eigent- 
liche Bestimmung erfolgt im Eluat nach der Methode von Edlbacher 
und Mitarbeitern. 


Summary 


A method is described for the quantitative determination of histi- 
dine in blood plasma, concentrations sufficient for determination being 
obtained by means of chromatographic enrichment. The actual deter- 
mination is carried out in the eluate by the method of Edlbacher 
and co-workers. 
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Notiz zur Dehydrierung von Cholesterin mit Chloranil 


Von 
Heinz Dannenberg, Hans Scheurlen und Dorothee Dannenberg-von Dreslor 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Februar 1956) 


Seit der im Laboratorium gegliickten Darstellung des krebs. 
erzeugend hochwirksamen aromatischen Kohlenwasserstoffs 3-Metivyl- 
cholanthren aus Gallensiiuren oder Cholesterin ist die Frage, ob der 
Grund fiir die Entstehung von spontanen Tumoren die Bildung von krebs- 
erzeugenden aromatischen Kohlenwasserstoffen aus Steroiden des Orga- 
nismus infolge eines fehlgeleiteten Stoffwechsels sein kénne, Gegenstand 
zahlreicher Betrachtungen und Untersuchungen gewesen?. Eine voll- 
stindige Dehydrierung von Steroiden ist bisher nur im Laboratorium 
durch Erhitzen mit Selen auf Temperaturen iiber 300° gegliickt. Zur 
Priifung, ob sich Steroide auch unter anderen Bedingungen vollkommen 
aromatisieren lassen, wurde die Wirkung eines Chinons auf Cholesterin 
untersucht, 

Bei 24 stdg. Erhitzen von Cholesterin mit Tetrachlorbenzo- 
chinon (Chloranil) (Mol.-Verhaltnis 1:6) in Xylol entsteht aus dem 
Cholesterin in geringer Menge ein Gemisch aromatischer Kohlen- 
‘wasserstoffe (als Hauptprodukt entsteht Cholesterylchlorid, als 
Nebenprodukt Dicholesterylither). Von den aromatischen Kohlen- 
wasserstoffen konnten bisher zwei der wahrscheinlichen Zusammen- 
setzung C,,Hg, rein erhalten werden: 1. ein Kohlenwasserstoff vom 
Schmp. 133—134° (C,,Hgo, ber. C 90,95, H 9,05; gef. C 90,77, H 9,03); 
2. ein édliger Kohlenwasserstoff, der als Trinitrobenzolat vom 
Schmp. 117—118° charakterisiert wurde? (C,,H3.:C,H,0,N, _ ber. 
C 69,42, H 6,18, N 7,36; gef. C 69,63; H 6,15, N 7,37) (dieser Kohlen- 
wasserstoff konnte als Trinitrobenzolat auch bei einer entsprechenden 
Dehydrierung von A?-Cholesten erhalten werden). Die UV-Spektren 
der beiden Kohlenwasserstoffe (s. Abb. 1) sind vom Typ des 1.2-Cyclo- 
pentenophenanthrens, stimmen aber mit keinem derjenigen der bisher 
bekannten Methylhomologen des 1.2-Cyclopenteno-phenanthrens? tiber- 
ein’, Zusammensetzung, UV- und IR-Spektren der Kohlenwasserstoffe 


1 Zusammenfassung: H. Dannenberg, Folia clinica internacional (im Druck). 

2 Dissertat. H.Scheurlen, Tiibingen 1954. 

3 H. Dannenberg u. W.Steidle, Z. Naturforsch. 9b, 294 [1954]. 

4 Die Lage der Absorptionsbanden wiirde auch noch den Chrysentyp 121- 
lassen (vgl. z. B. W. Carruthers u. J. W. Cook, J. chem. Soc. [London] 1954, 
2 047); log « der intensivsten Absorptionsbande (um 270 my) ist aber hier fast 
ausnahmslos gréBer als 5,0, waihrend dieser Wert bei den isolierten Kohlenwasser- 
stoffen nur 4.6 betragt (bei 1.2-Cyclopenteno-phenanthrenen: log ¢ = 4,6—4,8). 





L— Meron: a |) ee =. 


ao a.0m@ oe 


Bd. 303 (1956) Dehydrierung von Cholesterin mit Chloranil 283 


sprechen dafiir, daB das Ringsystem des Cholesterins vollkommen de- 
hydriert worden ist, die aliphatische Seitenkette erhalten geblieben ist, 
und die angularen Methylgruppen gewandert (bei einer nicht auszu- 
schlieBenden Zusammensetzung mit einer geringeren C-Zahl evtl. auch 
ganz oder z. Tl. abgespalten) sind (Wanderung angularer oder geminaler 


Methylgruppen bei der Dehydrierung mit Chloranil sind in der Zwischen- 
zeit beschrieben worden‘). 


Die Unterschiede in den UV- 

Spektren und in den IR- 

Spektren (im Bereich der 
rebs- fir den Substitutionstyp 
thyl- charakteristischen y-Schwin- 
. der gungen®) kénnten derart ge- yf 
rebs- deutet werden, daB sich die J \\ 
Irga- beiden Kohlenwasserstoffe 
stand entweder durch die Stellung 
voll. der Methylgruppen oder 
rium durch die Zahl der Methy]l- 
Zur gruppen am aromatischen 
amen System voneinander unter- 
‘terin scheiden. 














Aus dem Cloranil ent- 
steht bei der Dehydrierung, 
wie bekannt (vgl.z.B.1.c.7), Vi 
Tetrachlorhydrochinon. 

Als Produkte, die sich vom 
Chloranil ableiten und durch 
Reaktion mit dem _ als 
Lésungsmittel verwendeten 
Xylol entstanden sein miis- 
sen (wobei im einzelnen noch 250 300 x An 
ungeklairt ist, welches der athe 

ie XslatTsomeren jewels 01, UY. Skt de, Koblenmantal 
reagiert hat), konnten zwel wncsekitctls ( eee ) (Lésungsm.ttel: Athanol). 
Typen von Verbindungen iso- 


liert werden: 1. ein Xylyl-aither des Tetrachlorhydrochinons 
vom Schmp. 112—113° (C, 4H, 902 Cl, ber. C 47,76, H 2,86, O 9,09; 
gef. C 47,79, H 3,00. O 9,53; in Mhend Amax 300 mu, ¢ = 3500: in 


5 R. P. Linstead, E. A. Braude, L.M. Jackman u. A. N. Beames, 
Chem. and Ind. 1954, 1174; E. A. Braude, Vortrag auf dem internationalen 
KongreB fiir reine und angewandte Chemie, Ziirich (25. Juli 1955). 

6 Vgl. die an den Methylhomologen des 1.2-Cyclopenteno-phenanthrens 
durchgefiihrten Untersuchungen: H. Dannenberg, U.Schiedt u. W. Steidle. 
Z. Naturforsch. 8b, 269 [1953]. 

7 N. Dost u. K. van Nes, Rec. trav. chim. Pays-Bas 70, 403 [1951]; E. A. 
Braude, L. M. Jackman u. R. P. Linstead, J. chem. Soc. [London] 1954, 3546; 
EB. A. Braude, A.G. Brook u. R. P. Linstead, J. chem. Soc. [London] 1954, 3569. 
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0,1l-n.NaOH Amax 318 mu, ¢ = 5950). Die Konstitution eines p-O cy. 
Athers geht daraus hervor, da die Verbindung in Alkali léslich ind 
in dieser Lésung gegeniiber Luftsauerstoff bestandig ist. In Analogie 
zur beobachteten Bildung des Monobenzylathers des Tetrachior. 
hydrochinons bei einer Chloranil-Reaktion in Toluol-Lésung (s. uw) 
kénnte vielleicht auch hier auf die Bildung eines —O—CH,-Athers ge. 
schlossen werden. 

2. ZweiPhenole derZusammensetzung(C,,H,,0,Cl, ber. C53,05, 
H 3,49, 010,07) von den Schmpp. 121—122° (gef. C 53,26, H 3,62, 
09,78; AK 305 mu, ¢ = 5900) und 131—133°8 (gef. C 53,58, H 3,55, 


max 


09,90; AX 305 mu, ¢ = 5750). In alkalischer Lésung werden diese 
beiden Phenole beim Schiitteln mit Luft rasch oxydiert (nach dem 
Ansiuern der Lésung wird das urspriingliche Spektrum des Phenols 
nicht mehr zuriickerhalten). Aus diesem Verhalten und aus den UY. 
Spektren geht hervor, daB in den beiden Phenolen Verbindungen vor- 
liegen, die sich vom Tetrachlorhydrochinon, durch den Ersatz eines 
Cl-Atoms durch einen Xylyl- Rest ableiten, wobei der Verkniipfung 
iiber eine CH,-Gruppe der Vorzug zu geben ist. Da die IR-Spektren im 
Bereich der y-Schwingungen verschieden sind, diirften sich die beiden 
Phenole. nur durch die Stellung der Methyl-Gruppe am Xylyl-Rest 
unterscheiden. 

Bei dér Dehydrierung von Cholesterin mit Chloranil in Xylol- 
Lésung bilden sich auch noch Kohlenwasserstoffe, die sich nur vom 
X ylolableiten:1.ein KohlenwasserstoffC,,H,, vom Sdp.,143—145°, 
der aus 2 Moll. Xylol entstanden sein mu (ber. C 91,37, H 8,63, 
Mol.-Gew. 210,3; gef. C 91,43, H 8,48, Mol.-Gew. 199; alk, 268 mp 
und 275,5 mu; ¢ = 980 bzw. 918), 2. ein Kohlenwasserstoff C,,H,, 
vom Schmp. 117—118°, der aus 3 Moll. Xylol entstanden sein mub 
(ber. C 91,67, H 8,33, Mol.Gew. 314,5; gef. C 91,68, H 8,47, Mol.-Gew. 
301; AA 269 und 275 mu, ¢ = 2050 bzw. 2110). Die Benzol-Systeme 
in diesen Kohlenwasserstoffen miissen auf Grund der UV-Spektren 
mindestens durch eine CH,-Gruppe voneinander getrennt sein. Da in 
den IR-Spektren die starksten Banden im Bereich der y-Schwingungen 
bei den beiden Kohlenwasserstoffen (12,454 bzw. 12,63) an fast 
der gleichen Stelle liegen wie beim p-Xylol (12,59 1), scheint das p-Xylol 
am Aufbau dieser Kohlenwasserstoffe beteiligt zu sein. 

Die Entstehung der Di-xylyl- und Tri-xylyl-Kohlenwasserstoffe und 
der sich vom Tetrachlor- bzw. Trichlorhydrochinon ableitenden Ver- 
bindungen 1a8t an die intermediiire Bildung von Xylyl-Radikalen 
denken (fiir die Bildung des Tri-xylyl-Kohlenwasserstoffs ware ein 
Di-xylyl-Radikal anzunehmen), wobei iiber den Mechanismus dieser 
Bildung (Beteiligung des Chloranils) aber noch keine Aussagen gemacht 


8 Bei der Behandlung mit Essigsiure in Pyridin entsteht ein Diacetat vom 
Schmp. 153—154° (C,,H,,0,Cl, ber. C 53,82, H 3,76; gef. C 53,68, H 3,77; aAlk 


266, 274 und (284) mu, e = 760, 725 bzw. 320). 
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werden kénnen. Fiir die Bildung des Monobenzylithers des Tetra- 
echlorhydrochinons bei der Zersetzung von Azo-bis-isobutyronitril 
oder Azo-bis-diaithylacetonitril mit Chloranil in Toluol ist die Be- 
teiligung von Benzyl-Radikalen bereits diskutiert worden®. 

Die Trennung der beschriebenen Reaktionsprodukte erfolgte vor 
allem durch wiederholte Aluminiumoxyd-Chromatographie der benzin- 
léslichen Anteile des Riickstandes der filtrierten Reaktionslésung (zum 
Teil nach Behandlung der Cholesterylchlorid-Fraktion mit Collidin) 
und durch Gegenstromverteilung einzelner Fraktionen der Chromato- 
gramme in dem System Hexan-Nitromethan. 

Bei analogen Dehydrierungen von Dehydro-norcholen wurde 
ein Gemisch partiell dehydrierter Kohlenwasserstoffe erhalten, aus dem 
bisher aber weder durch Chromatographie noch durch Gegenstrom- 
verteilung eine einheitliche Verbindung isoliert werden konnte. Die 
Bildung von Methylcholanthren lieB sich nicht nachweisen. 

Herrn Professor Dr. A. Butenandt danken wir fiir die Férderung und 
Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit. Fraulein G. Schild haben wir fiir die 


Aufnahme der UV-Spektren, Frau Dipl. phys. G. Hecker und Fraulein I. Kéhler 
fiir die Aufnahme von IR-Spektren zu danken. 


Zusammenfassung 


Bei der Dehydrierung von Cholesterin mit Chloranil in siedendem 
Xylol wurden aus Cholesterin neben Cholesterylchlorid und Dichol- 
esterylither 2 aromatische Kohlenwasserstoffe C,,H3,, wahrscheinlich 
vom Typ des 1.2-Cyclopenteno-phenanthrens, erhalten. Ferner bildeten 
sich bei dieser Reaktion Ather und Phenole, die aus den Komponenten 
Chloranil und Xylol bestanden, und Kohlenwasserstoffe, die sich aus 
2 und 3 Molekiilen Xylol zusammensetzten. — Bei der analogen Dehy- 
drierung von Dehydro-norcholen wurden partiell aromatische Ver- 
bindungen, aber kein Methylcholanthren, erhalten. 


Summary 


Dehydrogenation of cholesterol with chloranil in boiling xylene 
yields two aromatic hydrocarbons, C,,H 39, which are probably of the 
type of 1.2-cyclopentenophenanthrene, together with cholesteryl chloride 
and dicholesteryl ether. Ethers and phenols containing chloranil and 
xylene as constituents and hydrocarbons consisting of 2 and 3 molecules 
of xylene are also formed in the reaction. Similar dehydrogenation of 
dehydronorcholene yields partially aromatic compounds; no methyl- 
cholanthrene is however formed. 


® G.S. Hammond u. G. B. Lucas, J. Amer. chem. Soc. 77, 3249 [1955]. 
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